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Abstrakt

Hintergrund

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn
(MC) werden unter anderem mit dem Tumornekrosefaktor-a (TNF)-Antikorper Infliximab
therapiert. Obwohl Infliximab die Therapie beider Erkrankungen revolutioniert hat, steht
man vor dem Problem, dass 30-40% der Patient*innen nicht ansprechen (primares
Therapieversagen). Um einen hohen Leidensdruck, der mit einer nicht funktionierenden
Therapie einhergeht, sowie hohe Kosten zu vermeiden, mussten Nicht-Ansprecher*innen
vor Therapiebeginn identifiziert werden. Das Ziel dieser Arbeit war, Pradiktoren zu

identifizieren, die ein Ansprechen auf eine Infliximab-Therapie vorhersagen kénnen.

Methodik

MC- und CU-Erkrankte, bei denen die Indikation zur Infliximab-Therapie gestellt wurde,
wurden eingeladen an dieser Beobachtungsstudie teilzunehmen. Studienzentren waren
die Ambulanz und Station der Gastroenterologie Charité Campus Benjamin Franklin
Berlin und die Praxis Gastroenterologie am Bayerischen Platz Berlin. VVor der ersten und
nach der dritten Infliximab-Gabe wurde die Krankheitsaktivitdt mittels gangiger Scores
(Harvey-Bradshaw-Index (HBI) und partial Mayo Score (pMS)), sonographisch (Limberg
Score) und laborchemisch (Blutbild, C-reaktives Protein, Calprotectin) bestimmt. Primarer
Endpunkt war das klinische Ansprechen mit einer definierten Score Abnahme, = 3 (pMS)
bzw. = 2 (HBI). Mogliche Pradiktoren wurden anamnestisch und klinisch erhoben. Fir die
experimentell untersuchte Pradiktoren wurde Blut gewonnen und bei vorherig
stattgefundener Endoskopie die Biopsien aus der Pathologie angefordert. Im Blut wurden
verschiedene Zytokine nach vierstiindiger Lipopolysaccharid-Stimulation mittels enzyme-
linked immunosorbent assay und cytometric bead array quantifiziert. Die Biopsien wurden
immunhistochemisch fir TNF gefarbt und im Anschluss automatisiert mit einem
programmierten Algorithmus ausgewertet. Die Ergebnisse wurden statistisch mittels
Mann-Whitney-U, Chi-Quadrat-Test, receiver operating characteristic (ROC) und

logarithmischer Regression ausgewertet.

Ergebnisse

Es konnten 41 Patient*innen eingeschlossen werden, von denen 73% auf eine Infliximab-
Therapie ansprachen. Ansprecher und Nicht-Ansprecher unterschieden sich signifikant
in Krankheitsdauer (p=0,018), Limberg Score (p=0,021), IL-6- (p=0,028) und TNF-
Produktion (p=0,049). Die Durchflusszytometrie identifizierte den hochsten Anteil der
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TNF* Zellpopulationen innerhalb der CD14* Monozyten. Immunhistochemisch war eine
unterschiedlich starke TNF-Farbung erkennbar, die aufgrund niedriger Fallzahlen nicht in
Zusammenhang mit Ansprechen gebracht werden konnte. Eine Einteilung fir TNF-
Produktion im Blut anhand eines durch ROC ermittelten Grenzwertes von 500 pg/ml in
low- und high-TNF-producer ergab eine Sensitivitat fir Therapieansprechen von 82%
(Spezifitat 78%). Eine logistische Regression identifizierte TNF low/high als starksten
unabhangigen Pradiktor (Odds-Ratio 16,2, Konfidenzintervall 1,8-148,7). Fur MC
Patient*innen war die Pradiktion mittels TNF low/high zu ~100% sensitiv und 82%

spezifisch.

Schlussfolgerung

Die TNF-Produktion von peripheren Blutzellen stellt einen unabhéngigen, starken
Pradiktor fur das Ansprechen einer Infliximab-Therapie bei MC Patient*innen dar. Die
Ergebnisse sollten in groReren, prospektiven Studien bestéatigt und in Zusammenhang

mit anderen Pradiktoren Uberprift werden.



Abstract

Background

Inflammatory bowel disease (IBD) comprises Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis
(UC) that can be treated with the tumor necrosis factor-a (TNF)-antibody Infliximab.
Although Infliximab has revolutionized IBD therapy, 30-40% of IBD patients show a
primary non-response. The aim of this study was to identify predictors for response to
Infliximab treatment to personalize treatment strategies and thus decrease the number of

nonresponding patients as well as costs of medication.

Methods

CD and UC patients with an indication for Infliximab treatment were invited to participate
in this observational study. The Department of Gastroenterology Charité Campus
Benjamin Franklin Berlin and the Gastroenterologie am Bayerischen Platz Berlin served
as study centers. Disease activity was measured before the first and after the third
Infliximab dose through clinical scoring (Harvey-Bradshaw-Index (HBI) and partial Mayo
Score (pMS)), ultrasound (Limberg Score) and laboratory values (blood count, C-reactive
protein, calprotectin). Primary endpoint was a clinical response defined as a decline of 2
3 (pMS) or = 2 (HBI). Possible predictors were evaluated by medical history and clinical
examination. For experimental predictors blood samples were taken and — if available —
biopsies from prior endoscopies were ordered from the pathology department. Cytokines
were measured in the blood after a 4 h lipopolysaccharide stimulation period through
enzyme-linked immunosorbent assay and cytometric bead array. Biopsies were stained
for TNF and analyzed with an automated algorithm. Results were statistically analyzed
by Mann-Whitney-U, Chi-Squared-Test, Receiver Operating Characteristic and
logarithmic regression.

Results

Of 41 included patients 73% responded to Infliximab treatment. Responders and Non-
responders differed significantly in disease duration (p=0,018), Limberg Score (p=0,021),
IL-6 (p=0,028) and TNF production (p=0,049). Flow cytometry identified the highest
percentage of TNF* cells within the CD14* monocytes. TNF staining differed within the
biopsies, but an analysis of association with response could not be performed due to
small sample numbers. Receiver operating characteristic established a cut-off of
500 pg/ml for TNF production in the blood that divided patients into low- and high-TNF-

producers, respectively. This allowed prediction with a sensitivity of 82% and specificity
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of 78%. A logistic regression identified TNF low/high as the strongest, independent
predictor (odds ratio 16.2, confidence interval 1.8-148.7). For CD patients, the predictor
TNF low/high had a sensitivity of ~100% sensitivity and specificity of 82%.

Conclusion
TNF production in the blood is an independent, strong predictor for response to Infliximab
treatment for CD patients. Results of this study and possible correlation to other predictors

should be confirmed in larger, prospective trials.
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1 Einleitung
1.1 Epidemiologie & Klinik

Zu den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) zéhlen Morbus Crohn (MC)
und Colitis ulcerosa (CU). Beide Erkrankungen zeigen eine weltweit steigende Inzidenz
und Pravalenz (1). Die Symptomatik der Erkrankungen ist sehr individuell. Haufig sind
chronische Diarrhben, teilweise mit Blutbeimengungen, und abdomineller
Bauchschmerz. Die Symptome sind aber nicht spezifisch und kénnen sich je nach
Lokalisation und Schwere der Entzindung unterschiedlich auspragen, was die
Differentialdiagnostik erschwert (2, 3). MC kennzeichnet sich durch einen potentiellen
Befall des gesamten Gastrointestinaltraktes. Hierbei kann es im Unterschied zur CU zu
sogenannten (sog.) skip lesions kommen. Dies sind Segmente, die im Gegensatz zur
Umgebung nicht entzindet sind. Ein weiterer charakteristischer Unterschied ist die
transmurale Entziindung, die alle Wandschichten befallen kann und somit z.B. Fisteln
verursacht. Die CU zeigt hauptsachlich oberflachliche und kontinuierliche Entziindung
entlang des Colons. Die Pathogenese ist bei beiden Erkrankungen nicht vollstéandig
geklart. Man geht von einer multifaktoriellen Atiologie aus, die zu einer Barrierestérung
im Gastronintestinaltrakt und zu einer UberschieRenden Immunantwort fihrt (4-6).
Zusatzlich kdénnen extraintestinale Manifestationen auftreten, die teilweise mit der
Krankheitsaktivitat zusammenhangen, aber auch unabhéngig davon vorkommen (7). Zu
den extraintestinalen Manifestationen zahlen zum Beispiel (z.B.) das Erythema nodosum
oder die Uveitis (8). In einer schweizer Kohorte traten extraintestinale Manifestationen in
bis zu 43% der MC- und 31% der CU-Patient*innen! auf (9).

1.2 Atiologie

Die Uberschiel3ende Immunantwort ist komplex und besteht aus einem Zusammenspiel
zwischen Zellen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems in der Lamina
propria des Darms. Aul3erdem werden Uber verschiedene Zytokine und Chemokine
weitere Immunzellen in die Mukosa rekrutiert, die Uber spezifische Integrine in die
Mukosa einwandern (10, 11). Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehdren
z.B. Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen. Die Hauptvertreter

des adaptiven Immunsystems sind die B- und T-Zellen, welche jeweils in weitere

1 Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird im folgenden Text nur das generische Maskulinum (d.h. beispielsweise
"Patient" statt "Patientin™) verwendet. Die Formulierungen beziehen sich jedoch auf alle Geschlechtsidentitaten.
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Subkategorien eingeteilt werden kénnen (12). Zur Subklassifikation nutzt man diverse
zellulare Marker. Ein Grofteil sind Oberflachenproteine die als cluster of differentiation
(CD)-Marker definiert und nummeriert werden (13). Von besonderem Interesse bei der
Pathogenese von CED sind beim adaptiven Immunsystem die CD4* T-Zellen, sog. T-
Helfer-Zellen (14). Die Zellen des adaptiven und angeborenen Immunsystems
interagieren untereinander und mit anderen Zellen Uber Zytokine, die bei der
uberschieRenden Immunantwort bei CED eine wichtige Rolle spielen. Nachfolgend sollen
einige Beispiele genannt werden, die einen Teil der unkontrollierten Immunantwort

darstellen.

Beim angeboreren Immunsystem sind es unter anderem Makrophagen die
Tumornekrosefaktor-a (TNF), Interleukin (IL)-12 und IL-23 produzieren. TNF konnte
immunhistochemisch bei beiden Erkrankungen vermehrt dargestellt werden, wobei nur
beim MC eine submukosale Expression zu beobachten war (15). Auf die Funktion und
medikamentdse Blockade von TNF wird in einem spateren Kapitel noch gesondert
eingegangen. IL-12 aktiviert vor allem die T-Helfer-Zellen Typ 1 (Th1) (16). In Biopsien
von entzindeten Arealen von MC-Patienten konnte vermehrt eine Thl typische
Interferon-y Produktion gemessen werden, wahrend bei CU-Patienten eher eine IL-5
Produktion charakteristisch war, die den T-Helfer-Zellen Typ 2 (Th2) zuzuordnen ist (17).
Die Erkrankungen scheinen sich also in ihrer T-Helfer-Zell-Antwort zu unterscheiden, was
das unterschiedliche Ansprechen auf bestimmte Medikamente erklaren konnte. Jedoch
muss man auch festhalten, dass sowohl IL-23 als auch TNF bei beiden Erkrankungen
vermehrt exprimiert wird (18). Das Zytokin IL-23, das wie TNF und IL-12 nach Kontakt
mit Pathogenen von Makrophagen gebildet wird, ist wiederum essentiell fur die T-Helfer-
Zellen Typ 17 (Th17) (19). Das von Thl7-Zellen produzierte IL-17 konnte vermehrt in
Biopsien von entzindeter Darmschleimhaut bei MC-Patienten beobachten werden,
wodurch auch Th17-Zellen in den Fokus der Erforschung der Pathophysiologie rickten
(20). Es scheint zudem ein Ubergang von regulatorischen T-Zellen zu Th17-Zellen bei
CED-Patienten moglich zu sein (21). Ein weiteres wichtiges Zytokin ist das IL-13, das bei
CU-Patienten von Th2-Zellen gebildet wird und ein Haupteffektor-Zytokin darstellt, da es
die Apotose und Barriere von Epithelzellen beeinflusst (22). Diese Beispiele stellen die
Komplexitat der Entziindungskaskade bei beiden Erkrankungen dar. Die verschiedenen

Zytokine bieten Zielstrukturen fur die Entwicklung von Medikamenten.
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Neben der uUberschieRenden Immunantwort ist die Barrierestérung kennzeichnend fir
beide Erkrankungen. Bereits 1987 konnte fur padiatrische MC-Patienten nachgewiesen
werden, dass ihre intestinale Barriere durchlassiger ist als die gesunder Kontrollen (23).
Auch fiur die CU konnte eine undichte Barriere des Darmepithels elektrophysiologisch
dargestellt werden (24). Die Barriere bildet sich aus verschiedenen Bestandteilen. So ist
z.B. die Architektur der Proteine, die die Zellzwischenrdume abdichten, sog. tight
junction-Proteine, gestort (25). Es konnte gezeigt werden, dass TNF Einfluss auf die
Struktur und Funktion von tight junction-Proteinen nimmt (26). Fur CU-Patienten wurde
aulRerdem dargestellt, dass der Mucus, der auf dem Epithel des Colons die aul3erste
Schutzschicht bildet, leichter durch Bakterien penetriert werden kann (27). Apoptose von
Zellen in der Zellkultur, spontan oder ausgeldst durch TNF, machte in einer Arbeit von
Gitter et al. die Halfte der Barriereschéadigung neben der Destruktion von tight junction-

Proteinen aus (28).

Wie bereits erwahnt ist die Atiologie, die zur Barrierestérung und uberschieRender
Immunantwort fuhrt, ungeklart, wobei man von einem Zusammenspiel zwischen
Umweltfaktoren und Genetik ausgeht. Die in den letzten zwei Jahrzehnten
durchgeflihrten Genom-weiten Assoziationsstudien (GWAS) konnten Uber 260 single
nucleotide polymorphisms (SNP) identifizieren (29). Trotz dieser stdndig zunehmenden
Zahl an SNP konnen jedoch nur etwa 25% der Erkrankungen durch den genetischen
Hintergrund erklart werden (30). Das prominenteste Beispiel sind SNP im NOD2-Gen,
die initial von drei Arbeitsgruppen parallel beschrieben wurde (31-33). Bei Vorliegen einer
homozygoten Mutation war es mit einem 38-fachen relativen Risiko fur MC assoziiert
(31). In einer spateren Arbeit wurde eine Mutation im NOD2-Gen mit fistulierendem und
stenosierendem Verlauf in Zusammenhang gebracht (34). Die kontinuierlich
zunehmende Inzidenz (35) deutet in Ubereinstimmung mit den gerade diskutierten Daten
daraufhin, dass Umweltfaktoren einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese der CED
spielen. Ein Beispiel fur einen Umweltfaktor, der das Risiko fur MC erhéht, ist Rauchen
(36). Bei der CU sind jedoch ehemalige Raucher haufiger von einem schwereren Verlauf
betroffen (37).
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1.3 Therapie

Allgemeine Mal3inahmen und Chirurgie

Hauptséachlich kommen bei CU- und MC-Patienten anti-inflammatorische Therapien zum
Einsatz (5, 38). Daneben gibt es aber einzelne AllgemeinmalRnahmen, die den
Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kénnen sowie chirurgische
Interventionsmdoglichkeiten, die hauptsachlich benétigt werden, wenn konservative

Therapien nicht ausreichen.

Anknipfend an die oben genannte Atiologie stellt die strikte Nikotinkarenz eine wichtige
allgemeine MalRnahme fir MC-Patienten dar, um das Risiko fir schwerere
Krankheitsverlaufe zu verringern (39). Aul3erdem ist darauf zu achten, dass es nicht zu
einer Unterversorgung von Nahrstoffen insbesondere Vitaminen und Spurenelementen
kommt. In einer schweizer Kohorte hatten z.B. 17,8% der 914 MC-Patienten einen
Vitamin B12-Mangel, welcher mit einem erhéhten Risiko fur Stenosen und chirurgischen
MalRnahmen assoziiert war (40). Neben der krankheitsbedingten Malabsorption kdnnen
Patienten zudem ein Vermeidungsverhalten entwickeln. Eine spanische prospektive
Multicenterstudie konnte zeigen, dass 86% der Studienpatienten bestimmte
Nahrungsmittel wahrend eines Schubes aus Angst die Symptomatik verstarken zu
konnen mieden. Dieses Vermeidungsverhalten konnte mit Malnutrition assoziert werden
(41). Bei starker, langanhaltender Symptomatik oder schwieriger Krankheitsbewaltigung
kann auRerdem eine ganzheitliche psychosoziale Betreuung fiir die Patienten von grof3er
Bedeutung sein. Ein systematischer Review von 2016 zeigte, dass Depression mit einer

Pravalenz von 15% bei CED-Patienten vorkommen kann (42).

Insgesamt konnte in einer danischen Langzeitstudie bei den chirurgischen MalRnahmen
ein Ruckgang der Zahlen beobachtet werden (43). Sie sind aber immer noch notwendig,
wenn konservative Therapien nicht ausreichend sind. Bei der CU ist die Entziindung des
Kolons medikamentds nicht immer ausreichend zu kontrollieren, in diesen Situationen
kann eine Kolektomie notwendig werden. Hierbei versucht man langfristig die Kontiunitat
des Verdauungstraktes zu erhalten. Nachdem vorlaufig oft ein protektives lleostoma
angelegt wird, kann im weiteren Verlauf eine sog. Pouch als Rektumersatz operiert
werden. Als Komplikation kann es im Verlauf zur Entziindung des Pouchs (Pouchitis)
kommen, weswegen CU-Patienten nach eine Kolektomie nicht immer beschwerdefrei
sind (44). Insgesamt gehen die Zahl der Kolektomien zuriick (45). Beim MC missen

teilsweise Stenosen chirurgisch versorgt werden. Gerade wenn eine Stenose nicht durch

15



eine aktive Entziindung entsteht, sondern bereits fibrotisch geworden ist, helfen anti-
inflammatorische Medikamente oft nicht weiter. Teilweise kann endoskopisch mittels
Ballondilatation versucht werden eine Stenose aufzuweiten (46). Chirurgisch kommt die
Strikutorplastik zum Einsatz, bei welcher langs geschnitten wird, um anschliel3end quer
zu vernahen (47). Hierbei sollte immer so darmsparend wie mdglich operiert werden, um
einem Kurzdarmsyndrom vorzubeugen. Auch Stenosen unklarer Genese des Kolons
sollten operiert werden, da bei beiden Erkrankungen das Risiko fiir Dysplasien erhoht ist
(48). Eine weitere Komplikation des MC sind Fisteln. MC stellt in Europa eine der
haufigste Ursachen fur anale Fisteln dar (49). Symptomatische Fisteln kdnnen mittels
einer Seton-Drainage behandelt oder chirurgisch entfernt werden, wobei auf die
Beteiligung des Kontinenzapparates zu achten ist (50). Die Seton-Drainage ist ein Faden,
welcher in die Fistel gelegt wird. Er soll der Abszessbildung vorbeugen, durch die
Verbesserung des Abflusses die Entziindung unterdriicken und das umliegende Gewebe
zur Fibrosierung anregen (51). Teilweise wird bei Patienten mit Fistelbefall ein Stoma
angelegt, um die Symptomatik zu lindern und den Bereich aboral des Stomas zu
beruhigen. Bei diesem Vorgehen konnte kein Nachteil in der Lebensqualitat gezeigt
werden (52). Daneben kdnnen Fisteln auch medikamentts mit TNF-Blockade behandelt
werden (53). Eine randomisiert-kontrollierte Studie von 2020 musste abgebrochen
werden, da die alleinige Seton-Therapie deutlich mehr Re-Interventionen im Vergleich

zur anti-TNF-Therapie oder chirurgischer VerschlieRung aufzeigte (54).

Sowohl fiur die CU als auch fur die Crohn-Kolitis besteht ein erhdhtes Risiko fur die
Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms. Die aktuellen Leitlinien teilen die Patienten in
verschiedene Risikogruppen ein, anhand derer die Intervalle fur die

Uberwachungskoloskopien festgelegt werden (55).

Neben diesen chirurgisch/endoskopisch versorgten Komplikationen kann in
Ausnahmefallen, wie z.B. dem isolierten lleoztkalbefall beim MC, auch primar operiert
werden. In solchen Fallen kann sich eine frihe Operation positiv auf den weiteren

Krankheitsverlauf auswirken (56).

Insgesamt erfordert die Behandlung von CED-Patienten einen interdisziplindren Ansatz.
Neben Gastroenterologen werden Chirurgen fir die Behandlung der oben genannten
Beispiele, Dermatologen fiur die Konsultation bei extraintestinalen Manifestationen wie

z.B. dem Erythema nodosum, Augenarzte fur die Therapie der Uveitis,
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Psychosomatiker/Psychiater bei psychischer Komorbiditat und Didtassistenten bei z.B.

Kachexie herangezogen.

Medikamente & Wirkmechanismen

In der medikamentdsen Therapie unterscheidet man zwischen der Remissionsinduktion
und der Remissionserhaltung. Kommt es zu einem akuten Schub, sollte eine
medikamentdse Therapie je nach Schwere ausgewahlt werden. Weiterhin sind
Glucocortikoide fester Bestandteil im Repertoire der verfiigbaren Medikamente. Wahrend
teilweise topische Glucocorticoide ausreichen kbnnen, mussen bei schwereren Verlaufen
diese systemisch verabreicht werden. Ein Beispiel fur ein topisches Glucocorticoid ware
Budesonid, welches bei einem distalen Befall als Rektalschaum verordnet werden kann
(57). Der Vorteil von Budesonid ist die geringe systemische Verflugbarkeit, da es
grof3tenteils in der Leber metabolisiert wird (58). Glucocorticoide wirken tber Bindung an
den Glucocorticoidrezeptor, welcher als Transkriptionsfaktor eine Vielzahl an Genen in
ihrer Expression beeinflusst (59). Ein hoher Anteil der Patienten reagiert (im Verlauf) nicht
ausreichend auf Steroide bzw. kann diese nicht reduzieren, ohne dass Symptome
wiederkehren (60). Zuséatzlich ist es vor allem in der Remissionserhaltung wichtig eine
langfristige Glucocorticoidtherapie aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen zu
vermeiden (61). Fir die Remissionserhaltung und als Alternativen in der
Remissionsinduktion stehen heute primar Biologika und small molecules, bei leichter

Erkrankung, auch Mesalazin zur Verfugung.

Mesalazin oder auch 5-Aminosalicysaure ist ein effektives Therapeutikum in der leichten
bis moderaten CU (62). Es vermindert die Transkriptionsaktivitat des nukleéaren Faktors
kB (NFkB) und somit die Expression vieler inflammatorischer Zytokine (63). Trotz weniger
starker Evidenz wird es auch haufig in der Behandlung des MC verwendet (64).
Azathioprin/6-Mercaptopurin  wird als Purinanalogon anstelle der koérpereigenen
Nukleotiden in die Desoxyribonukleinséaure (DNA) eingebaut und verhindert dadurch die
Zellproliferation von u.a. B- und T-Lymphozyten (65-67). Aufgrund des erhdhten
Lymphomrisikos wird Azathioprin langfristig vor allem bei &lteren Patienten vermieden
(68). Methotrexat ist wie Azathioprin ein Antimetabolit und hemmt als Folsaure-
Antagonist die Dihydrofolat-Reduktase (69). Es wird in der Behandlung des MC
eingesetzt und kann teilweise eine anti-TNF-Therapie (wie auch Azathioprin) erganzen
(70, 71). Tacrolimus und Ciclosporin zeigten gute Wirksamkeit bei schwerer, akuter CU,

welche nicht mehr ausreichend auf Glucocorticoide ansprachen (72, 73). Beide
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Medikamente sind sog. Calcineurin-Inhibitoren. Tacrolimus (auch FK506) und Ciclosporin
binden an Rezeptoren, sog. Immunophiline innerhalb der T-Zellen. Dieser Komplex aus
Tacrolimus/Ciclosporin und Immunophilin verhindert, dass das Enzym Calcineurin die
Expression inflammatorischer Zytokine beginstigt, welche weitere T-Zellen aktivieren
wuirde. Ciclosporin hemmt indirekt Calcineurin (74). Von Nachteil ist die geringe
therapeutische  Breite  der  Calcineurin-Inhibitoren,  weswegen  regelmalig

Medikamentenspiegel bestimmt werden muissen.

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Medikamenten habe Biologika, da sie
monoklonale Antikérper sind, ein definiertes therapeutisches Ziel. Sie kénnen je nach

therapeutischem Ziel in drei Ubergruppen eingeteilt werden:
1. Antikoérper mit TNF als Zielstruktur (die erste Generation Biologika)
2. Antikdrper zur Verhinderung von Zell-Adhasion/Einwanderung
3. Antikérper mit anderen Zytokinen als Zielstruktur

TNF-Antikorper sind die am langsten verfugbaren Biologika und werden gesondert im
nachsten Abschnitt behandelt, da sie die Therapie der Erkrankungen revolutionierten und

aulRerdem besonders relevant fur die Fragestellung dieser Arbeit sind.

Die zweitgenannte Gruppe sind Antikdrper, welche die Zelleinwanderung verhinden,
indem sie Integrine blockieren. Integrine sind Rezeptoren auf Zelloberflachen, die an
andere Proteine, an Zelloberflachen oder extrazellularer Matrix binden (75). Sie konnten
als therapeutisches Ziel identifiziert werden, da sie dazu beitragen, dass Lymphozyten
spezifisch in ein bestimmtes Gewebe einwandern (homing) (76). Der Antikorper
Vedolizumab kann als darmspezifischer Antikdrper betrachtet werden. Er antagonisiert
das a4p7-Integrin, welches auf Lymphozyten exprimiert wird, die in die Darmmukosa
einwandern. Vedolizumab tut dies sehr spezifisch, wahrscheinlich ohne andere Integrine
zu antagonisieren (77). Natalizumab, ein weiterer Integrin-Antagonist, hemmt nur die a4-
Untereinheit (78). Dadurch hemmt es neben dem darmspezifischen a4B7 auch die
hirnspezifischen o4B1 Integrine (79). So konnte ein Auftreten von progressiver
multifokaler Leukenzephalopathie durch John Cunningham-Viren bei Natalizumab-
Therapie beobachtet werden (80). Natalizumab ist in Deutschland nicht zur Behandlung
des MC oder der CU zugelassen. Das Integrin a4B7 interagiert mit dem Rezeptor
MAdCAM-1 auf den Endothelzellen. Diese Bindung verhindert Vedolizumab und die
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Zellen verbleiben im Blut. In den Phase Ill Zulassungstudien waren die Ergebnisse fur
CU-Patienten besser als fir MC-Patienten, wahrend bei beiden Diagnosen geringe
Infektionsrisiken festgestellt werden konnten, was auf die Darmspezifitdt des Antikdrpers
zurtckzufiuhren ist (81, 82).

Zur dritten Gruppe gehoért Ustekinumab, welches IL-12- und IL-23 blockiert. Es bindet
dabei an die p40-Untereinheit, welche in beiden Zytokinen vorkommt (83). Beide Zytokine
gehdren zu einer Familie und stellen die pro-infllammatorischen Vertreter dar, die von
dendritischen Zellen, Makrophagen und im Fall von IL-12 auch B-Zellen bei Kontakt mit
Pathogenen exprimiert werden (84). Eine Arbeit zeigte, dass IL-12 vermehrt von
mononukledren Zellen in der Lamina propria bei MC-Patienten exprimiert wird (85). Es
scheint, dass IL-12 die Thl-Zellantwort in MC verstarkt und somit ein therapeutisches
Ziel ausmacht (16). Bezuglich IL-23 konnte u.a. ein Mausmodel zeigen, dass der IL-23-
Rezeptor auf T-Zellen fir eine intestinale Entziindung notwendig war (19). Zusatzlich war
das IL-23-Rezeptor-Gen in GWAS stark assoziiert mit CED (86).

Eine neue Gruppe der medikamenttsen Therapie stellen die small molecules dar, zu
denen Tofacitinib zahlt. Im Vergleich zu den Antikorpern ist es ein viel kleineres Molekiil
(87). Von Vorteil ist au3erdem, dass es oral verabreicht werden kann. Wahrend es flr
CU im Vergleich zu Placebo eine Wirksamkeit zeigte, konnte dies fir MC bisher nicht
bestétigt werden (88, 89). Ein weiterer Unterschied ist die weniger spezifische Wirkung
von Tofacitinib. Es gehdrt zu den Kinase-Inhibitoren und blockiert die Januskinasen 1-3
mit unterschiedlicher Affinitat (90). Januskinasen kommen intrazellular vor und werden
durch Zytokine aktiviert. Es wird also ein Schritt spater in der Signalkaskade im Vergleich
zu z.B. Ustekinumab eingegriffen. Hierbei unterscheidet sich bei jedem Zytokin welche
Januskinasen es aktiviert. Die Januskinasen aktivieren wiederum sogenannte signal
transducer and activator of transcription (STAT)-Proteine, welche im Zellkern als
Transkriptionsfaktoren Gene beeinflussen konnen, die weitere Zytokine fur die T-
Zellaktivierung exprimieren wirden (91, 92). Insgesamt soll so die T-Zell-Antwort
unterdrickt werden. Von Vorteil konnte sein, dass die Pathophysiologie der
Erkrankungen sicher nicht auf einem einzigen Zytokin beruht und Januskinase-
Inhibitoren mehrere Zytokine gleichzeitig blockieren konnen. An Nebenwirkungen wurde
bisher vor allem ein erhdhtes Risiko fur Herpes zoster berichtet (93). Zusétzlich gibt es
Hinweise auf ein erhdohtes thromboembolisches Risiko (94). Da Tofacitinib noch relativ

neu ist, bleibt abzuwarten, ob weitere Nebenwirkungen auftreten.
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Infliximab, ein Tumornekrosefaktor-a-Antikorper

Es wird deutlich, dass mittlerweile eine Vielzahl an Medikamenten existiert. Gerade die
Einfuhrung des TNF-Antikdrpers Infliximab (IFX) revolutionierte die Behandlung der
Erkrankungen und hat Gber die Jahre trotz zunehmender Anwendung von Biologika zu
einer Kostenreduktion gefuihrt (95-97). Mittlerweile existieren drei weitere TNF-Antikorper
(Adalimumab, Golimumab, Certolizumab pegol), welche in der Behandlung zum Einsatz
kommen. Adalimumab und Golimumab (nur CU) sind im Gegensatz zum chiméaren IFX
humane Antikorper und werden subkutan appliziert (98, 99). Certolizumab pegol (nur MC
und nicht in der Europaischen Union zugelassen) ist ein pegyliertes Fab-Fragment eines
IgG4-Antikorpers und zeigt somit keine Fc-Fragment vermittelten Wirkungen wie z.B.
Apoptoseinduktion (100). Der erste TNF-Antikdrper IFX wird gewichtsadaptiert bei
Therapiebeginn sowie zwei und sechs Wochen nach Erstgabe intravenés verabreicht. Im
Anschluss wird normalerweise eine Wiederholungszyklus von acht Wochen festgelegt
(101). Das Zytokin TNF ist die Zielstruktur von IFX und wird als transmembranes Protein
exprimiert, kann aber enzymatisch in eine geléste Form gespalten werden (102). Uber
zwei verschiedene Rezeptoren kann TNF unterschiedliche Signalkaskaden starten (103,
104). Bei CED ist die Produktion von TNF erhoht und fir die Entzindung
mitverantwortlich. Hierbei scheint insbesondere das membrangebundene TNF
entscheidend zu sein, da die Blockade von gelostem TNF durch Etanercept bei CED-
Patienten zu keiner klinischen Verbesserung gefiihrt hat (105). Es liegen sogar Fallserien
vor, die eine Erstmanifestation von CED unter einer Therapie mit Etanercept
beschreiben, die teilweise durch den Einsatz monoklonaler TNF-Antikorper gut behandelt
werden konnte (106). Etanercept ist im Gegensatz zu IFX kein monoklonaler TNF-
Antikdrper. Es enthalt die Struktur des TNF-Rezeptor-Il und des Fc-Fragments von
humanem IgG1 und kann so TNF im Blut binden und verhindern, dass dieses an die
eigentlichen membrangebundenen Rezeptoren bindet. Es l6st aber so keine Apoptose in
T-Zellen aus (107-109). Die Apoptose in T-Zellen der Darmmukosa wurde friihzeitig nach
Infliximabgabe beobachtet, was den schnellen Effekt von IFX erklaren kénnte (110). Als
zusatzlicher Wirkmechanismus wurde die Induktion von regulatorischen Makrophagen
beschrieben (111). Wie bereits erwéhnt, ist TNF mitverantwortlich fir die Zerstérung der
epithelialen Barriere (26, 28). Die Barrierestorung konnte durch neutralisierendes IFX in
vitro wieder verbessert werden. TNF wurde neben IL-10 von proinflammatorischen
Makrophagen gebildet, deren vermehrtes Vorkommen charakteristisch fiur den
entzindeten Darm von CU- und MC-Patienten ist (112). In einer friheren Arbeit konnte
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bereits gezeigt werden, dass durch die Blockade von TNF der epitheliale Widerstand bei
MC-Patienten zunimmt (113).

Allerdings verbleibt eine hohe Rate an Patienten die ein priméres Therapieversagen
aufweisen. In der ACCENT I-Studie konnte nur ein primares Ansprechen von 58% flr
MC-Patienten und in den ACT-Studien ein priméres Ansprechen von 70% fur CU-
Patienten gezeigt werden (114, 115). Primares Nicht-Ansprechen wird unterschiedlich
definiert und unterscheidet sich vom sekundaren Nicht-Ansprechen vor allem durch den
Zeitpunkt. Primares Ansprechen ist nach dem London Agreement innerhalb von 8-12
Wochen anzunehmen, wobei nur noch wenige Patienten nach der 3. Dosis ein
Ansprechen zeigen, wenn sie vorher nicht angesprochen haben (116). Dies bedeutet,
dass Patienten teilweise Wochen bis Monate abwarten mussen bis man entscheidet,
dass ein primares Therapieversagen vorliegt. In dieser Zeit befinden sich die Patienten
meist im aktiven Schub. Diese Patienten bereits vor der Therapieentscheidung
identifizieren zu konnen, wirde die lange Belastung durch aktive Symptomatik
minimieren. Hinzu kommen die nicht unerheblichen Risiken einer TNF-Blockade.
Aufgrund des erhohten Infektionsrisikos, insbesondere Tuberkulose, findet
standardmafig vor Therapiebeginn eine umfassende Infektionsdiagnostik statt (117).
Gerade in Anbetracht der heute zur Verfigung stehenden Alternativtherapien, die im
vorherigen Kapitel erlautert wurden, konnte man Patienten zielgerichteter und
individueller behandeln (118). Hierfir wéaren Pradiktoren notwendig, die einfach im

klinischen Alltag zu erheben sind.

1.4 Pradiktoren

Untersuchte Pradiktoren

Es gibt einige Beispiele zu untersuchten Pradiktoren, die einfach in den klinischen Alltag
zu integrieren sind . Patienten mit einem normalen Body-Mass-Index (BMI) sprechen z.B.
eher auf eine Therapie mit Infliximab an (119). Fir MC sind auf3erdem jingeres Alter
(120, 121), ein inflammatorischer Phéanotyp (122) und eine hohes C-reaktives Protein
(CRP) (123, 124) zum Therapiestart positive pradiktiver Parameter. Ein hohes Albumin
(125), ein hoher Hamoglobinwert zum Therapiestart (126, 127) sowie eine frihe
Erkrankungsphase (128) sind dagegen positive Pradiktoren fir CU-Patienten. Fir andere
Pradiktoren gibt es unterschiedliche Ergebnisse. Eine Untersuchung zeigte z.B. fur
Rauchen keinen Einfluss auf die Ansprechraten bei MC-Patienten, wahrend andere

Studien beobachteten, dass nichtrauchende MC-Patienten langer ansprechen (129,
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130). Eine Vielzahl anderer Pradiktoren wurde untersucht, wobei in Ubersichtsarbeiten
darauf hingewiesen wurde, dass viele Studien retrospektiv sind, eine kleine Anzahl von
Patienten untersuchten, unterschiedliche Definitionen zum Ansprechen angewandt und
uneinheitliche Ergebnisse erzielt wurden. Aul3erdem beziehen sich manche Studien auf
andere TNF-Antikorper (z.B. Adalimumab) und es ist unklar, ob man diese Ergebnisse
auf Infliximab Ubertragen kann. Es waren grol3ere, prospektive Arbeiten notwendig, um

Pradiktoren in den klinischen Alltag zu integrieren (131-134).

Tumornekrosefaktor-a als Pradiktor

Das Anfarben von membrangebundenem TNF bei MC-Patienten wahrend einer
Endoskopie konnte bereits als Pradiktor fur das Therapieansprechen auf Adalimumab
genutzt werden. Patienten mit einer hohen Anzahl an TNF* Zellen sprachen hier eher an
(92%) als Patienten mit einer niedrigen Anzahl an TNF* Zellen (15%) (135). Eine Testung
in einer Blutprobe ware aber der invasiven Endoskopie vorzuziehen. Eine 2002
veroffentlichte Studie zeigte, dass hohe TNF-Serumspiegel vor einer IFX-Therapie mit
Nicht-Ansprechen bei MC-Patienten korrelieren (136). Im Widerspruch dazu zeigte Amini
Kadijani et al., dass ein hoher Anteil TNF* Zellen im Blut ein Ansprechen voraussagt, man
aber dazu das membrangebundene und nicht das I6sliche TNF betrachten muisse (137).

1.5 Hypothese der Arbeit

Falls bei einem Patienten TNF hauptverantwortlich fur die intestinale Entziindung und die
damit assoziierte gestorte Barrierefunktion ist, misste die Blockade von TNF durch
Infliximab aulerst effektiv sein. Im Gegensatz dazu ware eine TNF-unabhangige
Enzindungskaskade und Epitheldestruktion eher schlecht durch Infliximab behandelbar.
Makrophagen sind zwar eingewanderte Monozyten aus dem Blut, produzieren in der
gesunden Mukosa kaum TNF bei Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation trotz dauerhafter
Phagozytose, da sie u.a. kein CD14 (LPS-Rezeptor) mehr exprimieren (138). Es konnte
aber gezeigt werden, dass bei CED-Patienten Monozyten aus dem Blut einwandern und
wesentlich zur lokalen TNF-Population beitragen (139, 140). Deshalb soll in dieser Arbeit
Uberprift werden, ob bereits die TNF-Expression von Monozyten im Blut ein
Therapieansprechen auf Infliximab vorhersagen kann. Dabei soll neben unstimulierter
TNF-Expression die durch LPS stimulierte TNF-Produktion gemessen werden. Da es bei
einer Barrierestérung zum Ubertritt von LPS kommen wiirde, soll es hier stellvertretend
als stimulierender, bakterieller Bestandteil verwendet werden. LPS wird durch Toll-like

Rezeptor (TLR) 4 erkannt, welcher im Blut vor allem von Monozyten exprimiert wird (141-
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143). Zusatzlich soll Uberprift werden, ob sich eine hohe TNF-Expression von Monozyten
im Blut in einer erhdhten TNF-Expression von Makrophagen in der Lamina propria
widerspiegelt. AbschlielBend wird der Pradiktor ,high TNF“ zu bereits untersuchten,
klinisch anwendbaren Pradiktoren wie Krankheitsdauer, BMI, Alter, Hamoglobin und

Albumin in dieser Studienkohorte verglichen.
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2 Methodik und Materialien
2.1 Aufbau der klinischen Studie

Die CED-Patienten dieser Beobachtungsstudie wurden stationdr und ambulant in der
Gastroenterologie am Campus Benjamin Franklin der Charité oder in der Praxis
,Gastroenterologie am Bayerischen Platz” betreut. Volljahrige Patienten mit MC oder CU
wurden eingeladen an der Studie teilzunehmen, nachdem die Indikation einer IFX-
Therapie gestellt wurde. Ausschlusskriterium stellte ein Biologika-Therapie innerhalb der
letzten 6 Monate dar. Eine zusatzlich initiierte oder vorherige Therapie mit Steroiden,
Mesalazinpréaparaten, Azathioprin/ 6-Mercaptopurin oder Methotrexat stellte hingegen
kein Ausschlusskriterium dar. Ein gewisser Abstand oder konstante Therapiedauer war
nicht notwendig. Vor der ersten und dritten Gabe IFX nach ca. 6 Wochen wurde die
Krankheitsaktivitdt mittels klinischer Scores, Laborwerten und Darmsonographie
bestimmt, um das Ansprechen auf die Therapie zu evaluieren. Zusatzlich wurden vor der
ersten Gabe anamnetisch, in der korperlichen Untersuchung, im Blut und — falls verfugbar
— in Biopsien Pradiktoren erhoben bzw. untersucht (Abbildung (Abb.) 1).

IFX1 IFX 2 IFX 3
Woche 0: Woche 2 Woche 6:
Krankheitsaktivitdt: Krankheitsaktivitét:
« Klinischer Score (Harvey-Bradshaw Index & part. Mayo) * Primédrer Endpunkt:
* Sonographie (Limberg) & Endoskopie * Klinisches Ansprechen (Score)
* Laborwerte * Sekundédre Endpunkte:
* Sonographie
Potentielle Prédiktoren: « Laborwerte

= Anamnestische Parameter
= Biopsie (Endoskopie) firImmunhistochemie
+ Blutentnahme fiir ELISA und FACS

Abbildung 1. Aufbau der klinischen Studie; IFX: Infliximab

Pradiktoren

Anamnestisch wurden weitere MC- oder CU-Erkrankte in der Familie, Packungsjahre
(pack years) und orale Kontrazeption erfragt. AulRerdem wurden Kérpergrof3e, Gewicht,
Erstdiagnose, Lokalisation der Erkrankung nach der Montreal-Klassifikation,
immunsuppressive Komedikation (Steroide/ Azathioprin/ 6-Mercaptopurin/ Methotrexat)
und die letzte Endoskopie inklusive (inkl.) der Scores (simple endoscopic score for
Crohn's disease (SES-CD) und UCEIS (ulcerative colitis endoscopic index of severity
(UCEIS)) erfasst (Tabelle 1-3, (144-146)).
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Tabelle 1: Montreal Klassifikation (144)

Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

Alter bei Diagnosestellung

Al — <17 Jahre
A2 — 17-40 Jahre
A3 —>40 Jahre

Al — <17 Jahre
A2 —17-40 Jahre
A3 —>40 Jahre

L1 — terminales lleum
L2 — Colon

E1 — Proktitis
E2 — Linksseitencolitis

Lokalisation L3 — lleum + Colon E3 — Pancolitis
+ L4 Oberer Gastrointestinaltrakt
B1 — nicht strikturierend, nicht
penetrierend

Verhalten B2 — strikturierend

B3 — penetrierend
+ p perianaler Befall

Tabelle 2: Simple endoscopic score for Crohn's disease (145)

Punkte 0 1 2 3

GroRe Ulzeration Keine <0,5cm 05-2cm >2.cm
Ausdehnung Ulzeration Keine <10 % 10-30% >30 %
Ausdehnung Entziindung Keine <50 % 50-75% >75 %
Stenosen Keine Einzelne Mehrere Nicht passierbar

Fir jedes Segment (lleum, Colon rechts, Colon transversum, Colon links) sind die vier Kategorien zu erheben. Alle

Punkte werden addiert.

Tabelle 3: Ulcerative colitis endoscopic index of severity (146)

Punkte 0 1 2 3
Gefalizeichnung Normal Teilweiser Keine --
Verlust
Blutung Keine Mukosal Luminal mild Luminal moderat
oder schwer
GrofR3te Erosionen oder Ulzera Keine Erosionen Oberflachliche Tiefe Ulzera

Ulzera

Anhand der schwersten Lasion werden die Punkte addiert.
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In der korperlichen Untersuchung wurde der Huften- und Taillenumfang erfasst.
Laborchemisch wurde ein Blutbild, das CRP, Albumin, Ferritin, Transferrinséattigung und
zur Uberpriifung von metabolischen Risikofaktoren Gesamtcholesterin, High-Density
Lipoprotein (HDL), Low-Density Lipoprotein (LDL), HbAlc und Triglyceride bestimmt. Das
metabolische Risiko wurde wie folgt in Anlehnung an die Kriterien der International

Diabetes Federation (IDF 2005)? fur das metabolische Syndrom definiert:

e Frauen Taille >80 cm + 1 mindestens abweichender metabolischer Laborwert
(erhohte Triglyzeride, erhdhter HbAlc oder niedriges HDL)
e Manner Taillenumfang >94cm + 1 mindestens abweichender metabolischer
Laborwert (s.0.)
Bei der Blutentnahme wurden zusatzlich 13-18 ml heparinisiertes Blut fir die Isolation der
Immunzellen abgenommen (siehe 2.2.). Bei stattgefundender Endoskopie wurden die

Biopsien flr die Immunhistochemie (siehe 2.5) angefordert.

Krankheitsaktivitat

Fur MC-Patienten wurde der Harvey-Bradshaw-Index (HBI), fir CU-Patienten der
partielle Mayo Score (pMS) angewandt, um die Krankheitsaktivitat zu erfassen (Abb. 2).
Fur beide Erkrankungen wurde sonographisch der Limberg Score eingesetzt. Zusatzlich
wurden laborchemisch ein Blutbild, das CRP und Calprotectin im Stuhl angefordert.

Tabelle 4: Limberg Score (147)

Limberg O Limberg | Limberg Il Limberg Ill Limberg IV

Verdickte Verdickte .
Langstreckige

Keine verdickte Verdickte Darmwand mit Darmwand mit s T
. . Gefalle bis ins
Darmwand Darmwand kurzstreckigen langstreckigen Mesenterium
Gefalen Gefallabschnitten

2 https://lwww.idf.org/e-library/consensus-statements/60-idfconsensus-worldwide-definitionof-the-
metabolic-syndrome
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Therapieansprechen

Das Ansprechen wurde primar klinisch Uber die Scores definiert. Hierbei zahlte ein
Ruckgang im pMS 23 und im HBI 22 als klinisches Ansprechen (134, 148). Fir die Studie
lag ein Ethikvotum mit der Antragsnummer EA4/125/15 aktualisiert vom 6.3.2017 vor.

HBI - Morbus Crohn Mayo Score — Colitis Ulcerosa
Allgemeinbefinden Oegut=0 Stuhlfrequenz pro | () normal: 0
(O beeintrachtigt = 1 Tag (0 1-2 Stithle mehr als
(O schlecht=2 normal: 1
(O sehr schlecht =3 (O 3-4 stithle mehr als
(O unertraglich=4 normal: 2
Bauchschmerzen (O keine=0 (O > 5 Stiihle mehr als
(Oleicht=1 normal: 3
() mittel =2
() stark=3
Anzahl ungeformter Rektaler (O kein Blut: 0
Stuhlgidnge pro Tag Blutabgang (O Blutstreifen bei weniger
Abdominelle Onein=0 als 50% der Stiihle: 1
Resistenz (O fraglich=1 O Deutliche
O sicher =2 Blutbeimengung meistens: 2
O sicher und (O Auch Blut ohne Stuhl: 3
schmerzhaft=3
Komplikationen: (1 pro Komplikation) Globale (O normal: 0
Arthralgie, Uveitis, Beurteilung des (O milde Erkrankung: 1
Iritis, ""”""“’p”""_ Arztes (O moderate Erkrankung: 2
fodosuny; Eyoderma (O schwere Erkrankung: 3
gangraenosum, orale
Aphthen, Analfissur,
neue Fistel, Abszess,
axiale Arthritis,
periphere Arthritis)

Abbildung 2. Auszug aus dem case-report-form zur Erhebung der klinischen Scores. Der Mayo Score entspricht hier
dem partiellen Mayo Score ohne endoskopische Befundung. HBI: Harvey-Bradshaw Index (134, 148, 149)
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2.2 Isolation peripherer, mononuklearer Zellen aus dem Blut mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Tabelle 5: Gerate fur die Isolation von mononuklearen Zellen aus dem Blut

Gerat Firma

Pipettierhilfe, Pipetboy 2 INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal
Centrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg

Primovert Mikroskop Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Neubauer Zahlkammer, improved doppelt, ZK06 A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Sterilbank Thermo Scientific Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Zellschrank, HERA Cell 150 Thermo Fisher Scientific Inc.

Tabelle 6: Materialien fur die Isolation von mononukledren Zellen aus dem Blut

Material Firma

9 ml Heparinréhrchen BD, Franklin Lakes, USA

50 ml Polypropylene Conical Tube BD FALCON®, Franklin Lakes, USA
10 mlin 1/10 ml Sterile Serological pipet, BD FALCON®

2_5 ml in 1/4 ml spacesaver Sterile Serological BD FALCON®

pipet

Pasteurpipetten, steril Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Pipette, 20 pl Eppendorf AG, Hamburg

24 Néapfchen Zellkultur Platte aus Polystyrene mit

Deckel, Costar® 3524 Corning GmbH HQ, Wiesbaden

5 ml Polystyrene Round Bottom Tube BD FALCON®

SafeSeal tube 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG., Nimbrecht
Pipettenspitzen Nano BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
Pipettenspitzen 200 pl Sarstedt AG & Co. KG

Pipettenspitzen 100-1000 pl Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
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Tabelle 7: Verwendete Chemikalien in der Isolation mononukleéarer Zellen aus dem Blut

Reagenz Firma

Biocoll Seperating Solution, density 1,077 g/ml Biochrom GmbH, Berlin

gibco® Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline USA

Trypanblau 1:10 mit PBS, 0,45pm filtered,

Trypan blue 0,5% in physiological saline

Biochrom GmbH

RPMI Medium 1640 (1x) gibco®, Thermo Fisher Scientific Inc.
Fotales Kélberserum (FBS) gibco®, Thermo Fisher Scientific Inc.
Penicillin-Streptomycin (PS) gibco®, Thermo Fisher Scientific Inc.
Brefeldin A Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Lipopolysaccharides Sigma-Aldrich®

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich®

Isolation von peripheren, mononuklearen Zellen aus dem Blut

Die Isolation erfolgte angelehnt an Brosseron et al. (150). Die Blutentnahme von 13-18 ml
Blut erfolgte vor Therapiebeginn und ohne spezielle Voraussetzungen (z.B. niichtern).
Das Blut wurde in Heparinréhrchen aufgenommen, so dass keine Gerinnung stattfinden
konnte. Fir die Isolation wurde es zuvor bis auf 40 ml mit PBS verdiinnt, um dann jeweils
20 ml auf 15 ml Biocoll® zu schichten. Die Proben wurden fiir 25 Minuten (min) bei 1200xg
bei 20°C ohne Bremse zentrifugiert. Die Dichte des Biocoll ist grof3er als die von
Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten, aber geringer als die von Erythrozyten und
Granulozyten. Dadurch durchwandern die Erythrozyten und der grof3te Teil der
Granulozyten das Biocoll® bei der Zentrifugation, wahrend die mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) sich in der sog. Interphase liber dem Biocoll® abbilden. Uber
der Interphase befindet sich das Plasma inkl. der Thrombozyten. Die Interphase wurde
mithilfe von sterilen Pasteurpipetten in ein neues Gefald Uberfihrt und bis auf 50 ml mit

Medium aufgeftllt®. Die Zellsuspension wurde gewaschen (394xg, 7 min, 4°C), mit 30 ml

3 Medium: RPMI 500 ml + FCS 10% (50 ml), PS 1% (5 ml)
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aufgefullt und erneut unter gleichen Bedingungen gewaschen. Die Zellen wurden in 20 ml

aufgenommen, gezahlt und im Anschluss auf eine Konzentration von 2x10%/ml justiert.

Fur den TNF enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wurden je 1 ml pro Napfchen,
fur die Durchflusszytometrie jeweils 500 pl Medium pro Polystyrene Rohrchen pipettiert.
Ein Teil wurde mit LPS in einer Konzentration von 10 ng/ml stimuliert. Dies sollte die
Reaktion von den Monozyten, welche spater zu Makrophagen in der Lamina propria
differenziert wéaren, auf die dysfunktionale Barriere nachahmen. Die Proben wurden dann
alle fur 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Zu den Polystyren Réhrchen wurde nach 2 Stunden
noch 0,5 ul Brefeldin A (5 mg/ml DMSO) hinzugegeben, um die Sekretion (u.a. von TNF)

der Zellen zu inhibieren.

Die Proben fir ELISA und cytometric bead array (CBA) wurden bei -80°C eingefroren,
wahrend die durchflusszytometrischen Proben weiterbearbeitet wurden.

2.3 Tumornekrosefaktor-a enzyme-linked immunosorbent assay

Tabelle 8: Verwendete Gerate im ELISA

Gerat Firma
ELISA Reader Infinite F50
Software Magellan F50 Version 7.0.

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Multipipette 8x 300 Eppendorf AG

Magnetriihrer IKA® RH-KT/C IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen

Tabelle 9: Verwendete Materialien im ELISA

Material Firma
SafeSeal tube 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG
ELISA 96 Napfchen Platten BRAND GmbH & Co. KG
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Tabelle 10: Verwendete Chemikalien im ELISA

Chemikalie Firma

Human TNF ELISA Set Cat. No 555212
Capture Antibody, Anti-Human TNF monoclonal antibody
Detection Antibody, Biotinylated Anti-Human TNF
monoclonal antibody BD Biosciences
Enzyme Reagent, Streptavidin-horseradish peroxidase
conjugate (SAv-HRP)

Standards, Recombinant human TNF, lyophilized

TMB Substrate Reagent Set Cat: 555214 BD OptEIA ™

Schwefelsédure, H20So04 Sigma-Aldrich®

PBS-10x

- NaCl - Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
- KCI (Potassium Chloride) - Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
- NazHPO. - Carl Roth GmbH & Co. KG

- KH2POq - Alfa Aesar, Ward Hill, USA

Tween 20 Roth

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, REF

14190-094 gibco® Thermo Fisher Scientific

Assay diluent aus PBS mit 10% FCS Siehe 2.2

Durchfihrung ELISA

Um die Makrophagen abzutéten und intrazellulares membrangebundenes TNF
freizusetzen, wurden die Proben dreimal eingefroren und aufgetaut. Der ELISA wurde
nach Protokoll der Firma BD Biosciences durchgefuhrt und basiert auf dem Prinzip eines
Sandwich-ELISAs (151). Hierbei bindet zunachst der capture-Antikorper Uber Nacht an
die Platte. Am darauffolgenden Tag wird die Probe vorverdinnt und anschlielRend nach
Waschen der Platte zum capture-Antikérper hinzugegeben. Durch sorgfaltiges Waschen
werden danach alles bis auf die durch den capture-Antikorper gebundenen TNF-Antigene
entfernt. AnschlieBend wird der detection-Antikdrper eingesetzt, der an ein anderes
Epitop von TNF bindet. Dadurch entsteht das sogenannte Sandwich aus capture-
Antikorper, dem Antigen TNF und dem detection-Antikorper. Nach Herauswaschen der
nichtgebundenen Antikérper findet nun nach Zugabe der Reagenzien (Strepatividin-
Meerrettichperoxidase und TMB Substrat) durch Enzymreaktion eine Farbreaktion statt.
Diese wird nach 30 min durch Hinzugabe von Schwefelsdure gestoppt. Parallel zu den
Proben wird eine mitgelieferte Standardreihe erstellt, damit eine Standardkurve ermittelt

31



werden kann. Durch optische Extinktion wird die Konzentration der Proben mit dem
ELISA Reader Infinite F50 (Tecan) und der Software Magellan F50 Version 7.0 ermittelt.
Die Probenkonzentration kann berechnet werden, solange sie innerhalb der
Standardkurve liegt und wird sonst als unterhalb des Minimums bzw. oberhalb des

Maximums angegeben.

2.4 Zytokine im cytometric bead array

Tabelle 11: Verwendete Gerate im CBA

Gerat Firma

Heraeus Freso21 Centrifuge Thermo Fisher Scientific Inc.
Vortex Genie Scientific industries, Bohemia, USA
Eppendorf research plus 200 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 1000 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 20 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 10 pl Eppendorf AG

BD FACSCanto™ II,

Software: BD FACSDiva Software Version 6.1.3 Firmware
Version 1.47 (BD FacsCanto Il)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien im CBA

Chemikalie Firma

BD Cytometric Bead Array Human Inflammatory

Cytokines Kit BD Biosciences

Durchfihrung im CBA

Zum Abschluss der Studie wurde mit den verfligbaren Proben ein CBA der Firma BD mit
sechs verschiedenen inflammatorischen Zytokinen bzw. Interleukinen (IL) durchgefuhrt
(TNF, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70). Hierbei nutzt man die Prinzipien des ELISAs
(siehe 2.3) und der Durchflusszytometrie (siehe 2.5), um parallel verschiedene Zytokine
innerhalb derselben Proben messen zu kdnnen (152). Entsprechend zum ELISA binden
capture-Antikorper an ihre Epitope (jeweiligen Zytokine). Die capture-Antikorper fir ein

Zytokin sind mehrfach an sog. Beads gekoppelt, welche dadurch spezifisch an mehrere
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Epitope binden kénnen. Die Beads entsprechen sozusagen der Platte beim ELISA. Im
Anschluss binden jeweils PE-detection-Antikbrper an ihre Epitope, wodurch ein
Sandwichkomplex bestehend aus capture-Antikérper/ Bead + Zytokine eines Typs +
detection-Antikorper entsteht. AbschlieRend wird jede Population sich in ihrer
Fluoreszenz-Intensitat unterscheiden. So kénnen die einzelnen Populationen (in diesem
Fall Zytokine) auseinander gehalten werden. Wie beim ELISA wird aul3erdem ein
Standard hergestellt, um spater die Probenkonzentrationen messen zu kénnen.
Gemessen werden die Proben aber am Durchflusszytometer und ausgwertet mit BDs
FCAP Array Software.

2.5 Durchflusszytometrie

Tabelle 13: Verwendete Geréte in der Durchflusszytometrie

Gerat Firma

Heraeus Freso21 Centrifuge Thermo Fisher Scientific Inc.
Vortex Genie Scientific industries,Bohemia, USA
Eppendorf research plus 200 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 1000 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 20 pl Eppendorf AG

Eppendorf research 10 pl Eppendorf AG

BD FACSCanto™ I,
Software: BD FACSDiva Software Version 6.1.3 BD Biosciences
Firmware Version 1.47 (BD FacsCanto Il)
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Tabelle 14: Verwendete Chemikalien & Antikdrper in der Durchflusszytometrie

Chemikalien & Antikorper Firma

Zombie Violet™ BioLegend®, San Diego, USA
CD14-APC MoP9) BD Biosciences
CD16-PeCy7 mouse anti human BD Biosciences

Anti-human-CD4-Brilliant V510™, Clone RPA-T4  BioLegend®

FITC anti-human CD8 BD Biosciences

TNFo PerCP/Cy 5.5 anti-human BioLegend®

Puffer (1x PBS, 0,5% BSA)
e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
e Albumin Bovine Fraction V, pH 7.0

e gibco® Thermo Fisher Scientific
e SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline gibco® Thermo Fisher Scientific

Fix/Perm Lésung
e Fixation/Permeabilization Diluent eBioscience, Inc., Thermo Fisher Scientific Inc.
¢ Fixation/Permeabilization Concentrate

Permpuffer, 1:10

e Permeabilization Buffer 10X e eBioscience, Inc, Thermo Fisher Scientific

e  Spulllbsung Ampuwa® 1000ml Plastipur® e Fresenius Kabi, Frankreich
Compensation Beads, OneComp eBeads eBioscience, Inc, Thermo Fisher Scientific Inc.
Beriglobin CSL Behring GmbH, Marburg

CD= cluster of differentiation; APC= Allophycocyanin; PE-Cy7=Phycoerythrin-Cyanin 7;
FITC= Fluoresceinisothiocyanat, TNF=Tumornekrosefaktor-a

Durchfuhrung der Durchflusszytometrie

Nach der vierstundigen Inkubation wurde zweimal mit Zugabe von 2 ml PBS bei 4°C und
394 g fur 7 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen fir 25 min auf Eis und in
Dunkelheit gefarbt. Hierbei wurde zuerst fir 10 min mittels Zombie Violet (0,1:100)
gefarbt, um tote Zellen zu markieren, indem Zombie Violet durch pordse Zellmembranen
durchdringt. Im Anschluss wurden die Oberflachenproteine CD4 (2,5:100), 8 (10:100), 14
(2:100) und 16 (1:100) fur 15 min gefarbt, indem Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper an
die Zielstrukturen binden. Nach erneuter Zentrifugation mit 2 ml PBS bei 4°C und 394 g
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fur 7 min wurden die Zellen mit je 500 pl Fixierlésung Kit fur 45 min bei 4°C inkubiert.
Nach Hinzugabe von 2 ml Permeabilisierungspuffer wurde erneut gewaschen, aber
aufgrund der fixierten Zellen nun mit 500 g. Die Zellen wurden bis zur weiteren
Verarbeitung teilweise bei 4°C in 1 ml Permeabilisierungspuffer kurzfristig gelagert. Ein

Testversuch zeigte keine relevanten Unterschiede.

Nach erneutem Waschen mit 2 ml Permeabilisierungspuffer bei 500 g, wurden die Zellen
mit TNF-Antikdrpern (2:100) fur 25 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit gefarbt. Es
wurde zum Abschluss zweimal mit 2 ml Puffer bei 4°C und 500 g fur 7 min gewaschen.

Die Proben wurden in 100 pl Puffer analysiert.

Zur Kompensation wurden compensation beads verwendet. Auf das Blocken der
FC-Rezeptoren wurde verzichtet, da in einem Vorversuch deutlich wurde, dass Beriglobin
das Signal von Phycoerythrin (PE)- und Phycoerythrin-Cyanin 7 (PE-Cy7)-CD16-
Antikdrpern deutlich mindert, da sie kompetitiv am FC-Rezeptor binden.

In der anschlieBenden Durchflusszytometrie flieRen die Zellen einzeln durch eine
Messkuvette, so dass die Zellen im Anschluss nacheinander einen Laserstrahl passieren.
Dabei streut das Lichtsignal, welches von Detektoren empfangen wird. Im forward scatter
wird die Beugung des Lichts gemessen, welches vom Volumen einer Zelle abhéngt. Im
sideward scatter hingegen wird die Granularitat einer Zelle durch das Messen der
Lichtbrechung bestimmt. Monozyten sind zum Beispiel gréer und granularer als
Lymphozyten. Zusatzlich zu Volumen und Gro3e kénnen durch die Fluoreszenzen, die
an die Antikorper konjugiert sind, durch Einsetzen von verschiedenen Filtern und Lasern,

die Zellen weiter charakterisiert und somit sortiert werden (153).
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Gating-Strategien

FSC/SSC
FSC/SSC
| Monozytire Lymphozytire
| | Zellen Zellen
Monozytare Lymphozytére
Zellen Zellen Dupletten und Dupletten und
tote Zellen |+ tote Zellen |
entfernt entfernt
Dupletten und Dupletten und
tote Zellen tote Zellen CD14/16 CD4/cD8
entfernt entfernt
CD14*CD16 & N .
- TNF* CD4* & TNF
CD14+ — TNF+
CD149MCD16* & . .
L — TNE CD8* & TNF
a TNF+ b | | cp1arcpie &
: TNF*

Abbildung 3. Gating-Strategien; a. Die Zellen wurden in CD14* und lymphozytére Zellen aufgeteilt. AnschlieRend
wurde der Anteil TNF* Zellen verglichen. b. Die Zellen wurden in Subpopulationen innherhalb der Mono- und

Lymphozyten eingeteilt. AnschlieBend wurde die Tumornekrosefaktor-a-Produktion (TNF) vor und nach

Lipopolysaccharid-Stimulation verglichen. FSC: forward scatter, SSC: side scatter

Ziel des ersten Gatings war es die TNF produzierenden Zellen zu identifizieren (Abb. 3a).
Nach Auswahl der monozytaren bzw. lymphozytaren Zellen im forward und sideward
scatter (FSC/SSC) wurden im Anschluss die Dupletten eliminiert. Zusatzlich konnten
durch die Zombie Violet-Farbung die toten Zellen exkludiert werden. Danach konnten die

jeweiligen Anteile an TNF* Zellen fur CD14* und lymphozytére Zellen verglichen werden.

Es wurde aul3erdem versucht die Monozyten mittels CD14 und CD16 in ihre 3 Gruppen

zu klassifizieren (154):
e klassische (CD14**CD16)
e nicht-klassische (CD149™CD16**)
¢ intermediare (CD14**CD16%)

Im Anschluss sollten sie hinsichtlich ihrer TNF-Produktion vor und nach LPS-Stimulation
verglichen werden. Dieser Vergleich wurde auch zwischen CD4* und CD8* Zellen
durchgefuhrt (Abb. 3b).
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2.6 Immunhistochemie

Tabelle 15: Verwendete Materialien und Geréte in

der Immunhistochemie

Gerat

Firma

Kiste zur immunhistochemischen Farbung

Charité Facility Management, Berlin

Pipetten eppendorf Reference

Eppendorf AG

Vortex Mixer

neoLab® 7-2020

Micro Zentrifuge

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Dampfkochtopf

WMF Group GmbH, Geislingen an der Steige

Objekttrager Superfrost Plus & Deckglaser

Langenbrinck GmbH

Tabelle 16: Verwendete Reagenzien in der Immunhistochemie

Reagenz

Firma

Citratpuffer (10,5 g Citronenséure-Monohydrat,
60 ml 2 NaOH,Ad 5 | Aqua dest)

Sigma-Aldrich®, (Aqua dest: Merck KgaA)

ABC Entwickler (AP Substrate Buffer, Levamisole
X501, Chromogen Red 1+2+3)

Agilent, Santa Clara, USA

HIGHDEF blue ICH (Substrate
Buffer+Chromogen)

Enzo Biochem, New York, USA

Kaisers Glyceringelatine

Merck KGaA

TBS-T Puffer (34,25 g TRIS HCL, 4,59 TRIS
Base, 43,9 g NaCl, Ad 5 | Aqua dest, 5 ml Tween)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (Tween:
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

Tween 20

SERVA Electrophoresis GmbH

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG

Ethanol (100%-96%-70%)

Carl Roth GmbH & Co. KG

AP/PO Block, Dual Endogenous Enzyme Block Agilent
A-B System

Link, Biotinylated Secondary Anitbiodies (A) Agilent
Streptavidin Alkaline Phosphatase (B)

Dako REAL Antibody Diluent Agilent
Dako Pen Agilent

TNF mouse anti human clone M1-C4

Sigma-Aldrich®

TBS-T= Tris-buffered saline-Tween; AP=Alkalische Phosphatase; PO=Peroxidase
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Durchfuhrung der Immunhistochemie

Die Proben wurden in Form von Paraffinblécken aus der Pathologie der Charité
angefordert und geschnitten. Das Paraffin wurde mittels Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (100%-96%-70%) und abschlieRend destilliertem Wasser ausgewaschen.
Im Anschluss wurden die Schnitte in Citratpuffer fir 2 min im Druckkochtopf gekocht,
anschlieBend gewaschen wund in Tris-buffered saline-Tween (TBS-T)-Puffer
weiterbearbeitet. Nach einer Inkubation fir 10 min mit einem Alkalische
Phosphatase/Peroxidase (AP/PO) Block wurden die Schnitte mit Hilfe des Dakopens
eingekreist, um eine vollstdndige Benetzung mit dem anschlielenden TNF-Antikdrper
sicherzustellen. Die Schnitte wurden Uber Nacht bei 4°C mit dem TNF-Antikérper in
1:1500 benetzt. Am darauffolgenden Tag wurde fur jeweils 30 min mit dem AB System
(Biotinylierte Ghoat anti mouse/rabbit (A), Streptavidin-AP (B)) und 20 min mittels ABC
Entwickler (Fast-Red) gefarbt. Die Gegenfarbung wurde mit Hamalaun fur 30 s

durchgefihrt.

Die Auswertung der Proben erfolgte automatisiert mit inForm 2.3 der Firma PerkinElmer.
Anhand von funf Schnitten und einer Negativkontrolle wurde ein Algorithmus trainiert.
Zuerst wurde das Gewebe in Epithel, Lamina propria und Other eingeteilt. Darauffolgend
wurden Nuklei und Zytoplasma segmentiert und das Zytoplasma fur TNF* Zellen markiert.
Als Threshold wurde 0,37 gewéhlt. So konnte pro Schnitt die absolute Anzahl TNF* Zellen
und der Anteil TNF* Zellen in der Lamina propria ermittelt werden (Abb. 4). Pro Schnitt
wurden 10 Felder gescannt (high power fields, HPF). Die Farbung und Auswertung an

inForm erfolgte verblindet.

2.7 Statistik

Metrische und ordinale Daten wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Bei
nominalen Daten kam der Chi-Quadrat-Test zur Anwedung. Zur Bestimmung von
Grenzwerten wurde eine receiver operating charateristic (ROC) durchgefuhrt. Um
confounder bei Pradiktoren auszuschlieRen, wurde die logistische Regression mit
Ruckwartsselektion angewandt. Die Ergbenisse wurden mit SPSS Statistics 25 von IBM,
Armonk, USA und Prism Version 5 von Graph Pad Software, Inc., San Diego, USA
ausgewertet und dargestellt. Eine Beratung im Institut fir Biometrie der Charité wurde

durchgefinhrt.

38



Abbildung 4. inForm Prozess: Die Schnitte wurden automatisiert ausgewertet; a) Aufteilung nach Lamina propria (rot), Epithel (griin) und andere (blau) b) Zellseperation ¢) TNF
positiv (roter Punkt) und negativ (griner Punkt). Die Lineale unterhalb der Grafiken entsprechen 25 um (VergréRerung 400x)
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3 Ergebnisse

Es konnten 41 Patienten (21 mannlich, 20 weiblich) mit einem Durchschnittsalter von 38
Jahren (Standardabweichung; SD 12,8) eingeschlossen werden. Zuséatzlich wurde von
10 gesunden Kontrollen Blut gewonnen, um die Zytokin-Produktion nach LPS-Stimulation
vergleichen zu kdnnen. Die Erkrankungsdauer der Patienten seit Erstdiagnose lag im
Median bei drei Jahren (Interquartilsabstand (IA): 0,7-9,9). MC-Patienten hatten
durchschnittlich zur ersten IFX-Gabe einen HBI von 10,1 (SD 5,8), wahrend CU-Patienten
einen pMS von 6,4 (SD 2,0) aufwiesen.

Tabelle 17: Montreal-Klassifikation der eingeschlossenen Patienten

Montreal-Klassifikation n
Alter
Al <17 Jahre 1
A2 17-40 Jahre 33
A3 >40 Jahre 7
Colitis ulcerosa - Ausbreitung 20
E1 Proktitis 0
E2 distale CU 10
E3 extensive CU 10
Morbus Crohn — Ausbreitung & Verhalten 21*
L1 lleum 6
L2 Kolon 9
L3 lleum+Colon 6
+ L4 Oberer Gastrointestinaltrakt 5
B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend 15
B2 strikturierend 3
B3 penetrierend 2
+ p perianaler Befall 2

*Verhalten fehlt flr einen Patient, CU=Colitis ulcerosa

3.1 Unterschiede zwischen Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten

In den erhobenen Charakteristika zu Studienbeginn fanden sich folgende Unterschiede

zwischen den MC- und CU-Patienten:

e MC-Patienten haben signifikant haufiger eine positive Familienanamnese (9 von
21 vs. 1 von 20, p=0,017)

e Insgesamt zeigte sich eine hohere Tendenz zur Andmie bei CU-Patienten
(p=0,062). Bei weiblichen Patienten galt ein Hamoglobin (Hb)-Wert von <12 g/dl
und bei mannlichen Patienten ein Wert von <13,5 g/dl als Anamie.

40



e Bei den erhobenen, metabolischen Daten zeigte sich au3erdem eine Tendenz zu
einem hoheren BMI (Median 27 vs. 24, p=0,093) und einem hdoheren
metabolischen Risiko (9 von 16 vs. 3 von 13, p=0,071, fehlende Werte n=12) bei
CU-Patienten. Das metabolische Risiko wurde wie folgt in Anlehnung an die
Kriterien der International Diabetes Federation (IDF 2005)* fir das metabolische
Syndrom definiert:

o Frauen Taille >80cm + 1 mindestens abweichender metabolischer
Laborwert (erhohte Triglyzeride, erhohter HbAlc oder niedriges HDL)
o Manner Taillenumfang =>94cm + 1 mindestens abweichender

metabolischer Laborwert (s.0.)

a b.
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Abbildung 5. a. Das Vorliegen einer positiven Familienanmanese wurde zwischen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa Patienten verglichen, p=0,017. b. Das Vorliegen einer Anamie zu Studienbeginn wurde zwischen
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten verglichen, p=0,062. c. Der Body-Mass-Index wurde zwischen
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten verglichen. Die Grafik zeigt zuséatzlich den Median, p=0,093. d. Das
metabolische Risiko wurde zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten verglichen, p=0,071.

4 https://www.idf.org/e-library/consensus-statements/60-idfconsensus-worldwide-definitionof-the-
metabolic-syndrome
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3.2 Ansprechen auf die Therapie

Insgesamt sprachen 73,2% der Patienten auf die IFX-Therapie an, was 30 von 41
Patienten entspricht. Ein Vergleich der Patienten bzgl. allgemeiner Charakteristika zeigte,
dass sich die ansprechenden Patienten in folgenden Punkten von den

nichtansprechenden unterschieden:

e Die ansprechenden Patienten hatten einen hoheren Limberg Score an Woche 0
(Median 2 vs. 1, p=0,021), Abb. 6a.

e Sie hatten eine kurzere Erkrankungsdauer (p=0,018), Abb. 6b.
e Weibliche Ansprecher benutzten eher Kontrazeptiva (p=0,035), Abb. 6d.

Die Differenz des CRPs war signifikant hoher unter den ansprechenden Patienten
(Median 22,1 vs. 1,7 mg/l, p=0.033, fehlende Werte n=10; Abb. 6c). Andere Merkmale,
wie z.B. klinische und apparative Score-Werte oder zusatzliche Medikation in Form von
Steroiden oder Azathioprin waren nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 14). Es zeigte
sich aber eine Tendenz, dass ansprechende Patienten eher ihre Steroidmedikation
reduzierten als nichtansprechende (89 vs. 50%, p=0,148; Abb. 6e).
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Abbildung 6. a. Der Limberg Score wurde zwischen Ansprechern und Nicht-Ansprechern verglichen. Die Grafik
zeigt den Median, p=0,021. b. Die Krankheitsdauer wurde zwischen Ansprechern und Nicht-Ansprechern
verglichen. Die Grafik zeigt Mediane und Interquartilsabstande, p=0,018. c. Der Verlauf des C-reaktiven Proteins
wurde zwischen Ansprechen und Nicht-Ansprechern verglichen, p=0,033. d. Die Nutzung von hormonellen
Kontrazeptiva wurde zwischen ansprechenden und nicht-ansprechenden weiblichen Patienten verglichen,
p=0,035. e. Je nach Therapieansprechen wurde verglichen, inwieweit Patienten im Verlauf der Studie ihre
zusatzliche Steroidmedikation reduzieren konnten, sie beibehielten/erhdhten oder kolektomiert werden mussten.
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Tabelle 18: Vergleich der Patienten bezogen auf das Therapieansprechen

Merkmal Ansprecher Nicht-Ansprecher  Statistik
n= n= p
(n=30) (n=11) [p]
Alter bei Studieneintritt, Median 32 (28-44) 44 (34-51)
nterquartilsabstand); [Jahre ,
( ilsab d); [Jahre] 0,075
Geschlecht, n (%)
mannlich 15 (50) 6 (54,5)
weiblich 15 (50) 5 (45,5) 0,7962
Diagnose, n (%)
Colitis ulcerosa 13 (43,3) 7 (63,6)
Morbus Crohn 17 (56,7) 4 (36,4) 0,2492
Alter
Al <17 Jahre 1(3,3) 0 (0)
A2 17-40 Jahre 25 (83,3) 8 (72,7)
A3 >40 Jahre 4 (13,3) 3(27,3) 0,498
Colitis ulcerosa - Ausbreitung 13 7
E1 Proktitis 0(0) 0(0)
E2 distale CU 7 (53,8) 3(42,9)
§ E3 extensive CU 6 (42,2) 4 (57,1) 0,6392
o
0 Morbus Crohn, Ausbreitung/Verhalten 17 4
2 L1 lleum 5 (29,4) 1 (25)
3 L2 Kolon 7 (41,2) 2 (50)
£ L3 lleum+Kolon 5 (29,4) 1 (25) 0,9502
~
T + L4 Oberer Gastrointestinaltrakt 5(29,4) 0(0) 0,2142
=}
S B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend 13 (81,3) 2 (50)
g B2 strikturierend 2 (12,5) 1 (25)
o B3 penetrierend 1(6,3) 1(25) 0,3922
ey
g + p perianaler Befall 2 (12,5) 0 (0) 0,4562
g, Krankheitsdauer, Median 2,3(0,2-5,1) 7,5 (1,4-20,2) 0,018t
< | (Interquartilsabstand); [Jahre]
Zusatzlich Prednisolon, n (%) 13 (43,3) 8 (72,7) 0,0952
Zusatzlich Azathioprin, n (%) 8 (26,7) 2 (18,2) 0,5752
Infliximab Marke, n (%)
- | Remicade® 27 (90) 7 (63,6)
2 | Inflectra® 2(6,7) 4 (36,4)
© | Remsima® 1(3,3) 0 (0) 0,0532
§ Hormonelle Kontrazeption in weiblichen
s | Patienten (n=20), n (%) 8 von 15 (53,3) 0Ovon 5 (0,0) 0,0352
Klinische Scores, Median
(Interquartilsabstand)
HBI 11,0 (5,5-16,5) 6,5 (3,8-9,3) 0,144
o | Mayo 6,0 (5,0-8,0) 7,0 (3,0-8,0) 0,938
o | Limberg Score, Median
& | (Interquartilsabstand) 2 (1-2); *n=1 1(0-1) 0,021!

HBI, Harvey-Bradshaw index, 1=Mann-Whitney U Test; 2=Chi-Quadrat-Test; * fehlende Werte
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Bei Betrachtung der einzelnen Diagnosen ergaben sich die folgenden Ansprechraten:
CU-Patienten sprachen zu 65% (13 von 20) an, wahrend MC-Patienten in 81% (17 von
21) der Falle auf IFX eine klinische Besserung zeigten (Abb. 7a). Innerhalb der einzelnen
Diagnosen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den erhobenen Baseline-
Charakteristika mit Ausnahme der Krankheitsdauer bei MC-Patienten, welche auch hier
signifikant langer bei Nicht-Ansprechern war (Median 2,4 vs. 12,4 Jahre, p=0,013;
Abb. 7b).
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Abbildung 7. a. Das Therapieansprechen wurde zwischen Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten
verglichen. b. Die Krankheitsdauer von Morbus Crohn-Patienten in Jahren wurde zwischen Ansprechern und Nicht-
Ansprechern verglichen. Die Grafik zeigt den Median, p=0,013.

3.3 Pradiktoren aus Anamnese, Korperlicher Untersuchung & Laborwerten
Weder in der Anamnese (Familienanamnese, Rauchstatus, Packungsjahre/ pack years)
noch in der Kklinischen Untersuchung (BMI, Taille- und Huftumfang) zeigten sich
signifikante Unterschiede, die ein Therapieansprechen hatten vorhersagen kdnnen.
Laborwerte bezogen auf Blutbild, Entziindung und Metabolismus ergaben auch keinen
Hinweis auf pradiktive Unterschiede. Ein Vergleich innerhalb der MC-Patienten zeigte
eine Tendenz, dass Nicht-Ansprecher eher anamisch (Hamoglobin Median 13 vs. 11 g/dI,
p= 0,052) und alter bei Studieneintritt waren (31 vs. 50 Jahre, p=0,052).
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Tabelle 19: Mdgliche Pradiktoren in Anamnese, Kdrperlicher Untersuchung & Labor

Merkmal Ansprecher (n=30) Nicht-Ansprecher (n=11)  Statistik [p]
Familienanamnese, n (%)
Keine/unbekannt 22 (73,3) 9 (81,8)
Ja, erstgradig 5(16,7) 2 (18,2)
Ja, andere 3(10,0) 0(0) 0,5522
o | Raucher bei 5(19,2); *n=4 3(27,3) 0,5872
@ | Studienbeginn, n (%)
E Packungsjahre, Median 5,0 (0,0-18,5) 0,0 (0,0-11,0) 0,495
® | (interquartile range);
< | [years]
2 | BMI, median (interquartile 24,4 (21,0-28,2) 26,2 (21,4-30,8); n=1 0,508
2 range); [kg/m?]
[&]
7 | WHO Adipositas
*GC-)' ?La:?:ﬂkatlon (155), n (%) 14 (46,7) 4 (40)
o . 2(6,7) 1(10)
o | Ubergewicht 9 (30) 3 (30)
S | Untergewicht 5 (16,7) 2 (20); *n=1 )
< | Adipositas I ’ ' 0,972
_E— Taille-/Huftumfang, Median 0,9 (0,8-0,9); *n=5 0.9 (0,8-1,0); *n=4 0,175
™ (Interguartilsabstand)
Anamie, n (%) 19 (63,3) 8 (72,7) 0,5742
Albumin, Median 35,5 (29,3-39,5); *n=4 38,7 (33,6-39,3); *n=3 0,2881
=2 (Interquartilsabstand); [g/l]
2 | Ferritin, Median 107,8 (32,6-259,9); 48,2 (14,4-193,1), *n=2 0,355?
= (Interquartilsabstand); [ug/l] *n=5
N | CRP, Median 28,2 (6,4-97,6) 11,3 (1,8-54,5) 0,359
c .
w | (Interquartilsabstand);
S | Img/l
2 | Leukozyten, Median 9,7 (7,3-12,1) 11,4 (6,8-12,5) 0,591t
> . .
o | (Interquartilsabstand); [/nl]
@ | Thrombozyten, Median 373 (309-472) 339 (295-402) 0,329
@ | (Interquartilsabstand); [/nl]
% Calprotectin, Median 440 (205-800); *n=14 800 (408-800); *n=4 0,249
g (Interquartilsabstand);
— | [mg/g]
Gesamtcholesterin, Median 146 (108-177), *n=2 168 (116-204), *n=3 0,443
(Interquartilsabstand);
[mo/dl]
HDL, Median 47 (28-57), *n=1 54 (44-75), *n=3 0,266
(Interquartilsabstand);
4] [mo/dl]
£ | LDL, Median 84 (60-108), *n=1 98 (50-104), *n=3 0,814
2 | (Interquartilsabstand);
2 | [mgrdi]
g Triglyzeride, Median 102 (89-129), *n=1 117 (91-125), *n=3 0,625
= | (Interquartilsabstand);
2 | [mg/dI]
© | HbAlc, Median 5,4 (5,2-5,6), *n=2 5,6 (5,1-6,1), *n=3 0,443t
§ (Interquartilsabstand); [%]
9 | Metabolisches Risiko, n 10 (41,7), *n=6 2 (40), *n=6 0,9452
— | (%)

1=Mann-Whitney U Test; 2=Chi-Quadrat-Test; * fehlende Werte, WHO=World Health Organization,
CRP=C-reaktives Protein, HDL=High-Density Lipoprotein, LDL=Low-Density Lipoprotein
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3.4 Experimentelle Pradiktoren

Tumornekrosefaktor-a-Expression in der Lamina propria als Pradiktor

Es standen Biopsien von 8 Patienten zur Verfugung. Teilweise wurden mehrere Biopsien
an verschiedenen Orten enthommen, was zu einer Gesamtzahl von 18 verschiedene
Schnitten fluhrte, welche gefarbt wurden. Aus jeweils 10 HPF pro Schnitt wurde ein
Durchschnittswert fr den Anteil an Lamina propria errechnet. Da dieser stark variierte
(Abb. 3b), wurde die Gesamtanzahl TNF* Zellen pro Schnitt (10 HPF) in einen TNF* Grad
in % umgerechnet.

TNF* Grad = (TNF* Zellen/alle Zellen) x (Lamina propria Anteil)
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Abbildung 8. a. Darstellung eines Beispielschnittes: Die Darmzotte wurde fur TNF in rot gefarbt. Die Gegenfarbung
erfolgte in Hamalaun, 400x vergroRert. b. Der Anteil an Lamina propria von 10 High Power Fields (HPF) variierte
je Schnitt. Der Median wurde eingezeichnet. c. Die Anzahl der TNF* in 10 HPF und der TNF* Grad wurden
abgebildet pro Schnitt. Zusétzlich wurde der Median eingezeichnet. d. Die Patienten wurden nach
histopathologischem Befund in ohne, leicht und (stark) entziindet eingeteilt. Der TNF* Grad wurde je nach
Kategorie inkl. Median abgebildet.

Insgesamt variierte die Anzahl TNF* Zellen stark von 537 bis 7017 in 10 HPF. Durch die
Berechnung des TNF* Grads blieb die Variation erhalten (Abb. 8c). Die Schnitte wurden
nach histopathologischem Befund in entzindet, leicht (entzindet) und ohne
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(Entzindung) eingeteilt. Es zeigte sich, dass der TNF* Grad zunahm, wenn die Biopsie
aus einem entziindeten Areal entnommen wurde, wobei aber innerhalb der entzlindeten

Proben weiterhin eine Variation bestand (Abb. 8d).

Abbildung 8c zeigt fur jeden Patient die Anzahl TNF* Zellen (bzw. den TNF* Grad) aus
der jeweiligen entzindeten Probe. Fir zwei Patienten waren nur leicht entziindete
Proben verfugbar. Die 8 Patienten unterschieden sich stark hinsichtlich ihres TNF*
Grades, wobei sich nach Entblindung herausstellte, dass alle Patienten im ELISA als
high-TNF-producer klassifiziert waren (Abb. 9). Von den 8 Patienten hatten 7 auf die TNF-
Therapie angesprochen. Aufgrund der niedrigen Fallzahl und des Fehlens von low-TNF-

producers wurden keine Korrelation mit Therapieansprechen durchgefuhrt.
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Abbildung 9. a. Die absolute Gesamtzahl TNF* Zellen und der TNF* Grad wurde zwischen den Patienten in den
entziindeten Proben verglichen. Zu zwei Patienten (grau) existierten nur leicht entziindete Proben. Alle Patienten
waren im ELISA high-TNF-producer. Die Grafik zeigt aul3erdem den Median. b. Die Patienten wurden nach
Diagnosen aufgeteilt und ihr TNF* Grad wurde verglichen. Die Grafik zeigt den Median. In grau der einzige Nicht-
Ansprecher unter den Patienten.

Tumornekrosefaktor-a-Expression im Blut als Prédiktor fur Therapieansprechen

Die TNF-Produktion nach 4 h LPS Stimulation der Patienten war im Vergleich zu
gesunden Kontrollen hdher, wenn auch nicht statistisch signifikant (Median 713 vs.
490 pg/ml, p=0,117; Abb. 10a). In den unstimulierten Proben konnte zum grof3ten Tell
keine TNF-Produktion gemessen werden. Ansprecher produzierten signifikant mehr TNF
als Nicht-Ansprecher (p=0,049). Um einen Grenzwert festzulegen, wurde mit allen TNF-
Konzentrationen der Patienten eine (ROC) durchgefiihrt. Die area under the curve (AUC)
betrug 0,702 (Abb. 10b). Der Grenzwert wurde bei 500 pg/ml gewéhlt, da er die beste
Kombination aus Sensitivitat und Spezifitdt mit einem Youden-Index von 0,6 ergab.
Wahrend die Sensitivitat 82% erreichte, betrug die Spezifitat 78%. Mittels des
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Grenzwertes wurden die Patienten in low- und high-TNF-producer eingeteilt. Nur 44%

der low-TNF-producer zeigten ein Ansprechen auf die IFX-Therapie, wahrend mit 92%
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Abbildung 10. a. Die Tumornekrosefaktor-a (TNF)-Produktion wurde nach 4 h LPS-Stimulation verglichen. Die
Linien kennzeichnen jeweils den Median. b. Fur TNF-Produktion nach 4 h LPS-Stimulation als Pradiktor fur
Therapieansprechen auf Infliximab wurde eine Receiver Operating Characteristic erstellt. Die AUC betrug 0,702. c.
Die Differenz im Harvey-Bradshaw-Index zwischen Woche 0 und 6 wurde zwischen low- und high-TNF-producern
unterschieden. Die Linien kennzeichnen den Median, p=0,02. d. Die Differenz im partiellen Mayo Score zwischen
Woche 0 und 6 wurde zwischen low- und high-TNF-producern verglichen. Die Linien kennzeichnen den Median,
p=0,004. e. Die Patienten wurden aufgeteilt nach low- und high-TNF-producern und hinsichtlich der Ansprechraten
verglichen. Schwarz markiert sind die Ansprecher. f. Low- und high-TNF-producer unterscheiden sich in ihrem C-
reaktiven Protein (CRP) zu Studienbeginn und Ende. Mit 1 sind Patienten markiert, bei denen aufgrund einer
Kolektomie nur einen CRP-Wert zu Woche 1 zur Verfiigung stand.

der high-TNF-producer ein deutlich héherer Teil profitierte (Abb. 10e). Die Differenz der
jeweiligen klinischen Scores war signifikant hoher bei high-TNF-producern (HBI
Differenz: 7,5 vs. 2,0, p=0,02; pMayo Differenz 5, 0 vs. 1,5, p=0,004; Abb. 10c+d).
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AulRerdem hatten sie ein hoheres Baseline-CRP (Median 46,9 vs. 10 mg/l, p=0,063),
welches auch signifikant starker abfiel im Verlauf der sechs Wochen (Median 39,9 vs.
1,8 mg/l, p=0,02; Abb 10f). Eine logistische Regression ergab, dass low-TNF-producer

eine 14,8 Mal (OR) erh6hte Wahrscheinlichkeit haben, nicht auf IFX anzusprechen (KI
2,6-85,1).
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Abbildung 11. a. Die durch LPS stimulierte TNF-Produktion von Ansprechern (A) und Nicht-Ansprechern (NA)
wurde im Vergleich zwischen ELISA und CBA dargestellt. Interquartilsabstdnde und Median wurde abgebildet,
p=0,049 versus p=0,124 b. low (L)- und high (H)-TNF-producer unterscheiden sich signifikant in ihrer Interleukin
(IL)-1-, IL-6- und IL-8-Produktion nach LPS-Stimulation. Interquartilsabsténde und Median wurde abgebildet. c.+d.
Es wurden diverse Zytokine zwischen Ansprechern und Nicht-Ansprechern nach LPS-Stimulation im CBA
verglichen. Die Grafiken stellen Mediane mit Interquartilsabstanden dar. e. IL-10-Produktion nach LPS Stimulation
von Morbus Crohn-Patienten im Vergleich zwischen Ansprechern und Nicht-Ansprechern, Mediane sind dargestellt,
p=0,046. f. Die IL-12p70-Produktion nach LPS-Stimulation wurde zwischen MC- und CU-Patienten verglichen.
Mediane sind dargestellt, p=0,031.
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Weitere inflammatorische Zytokine im Blut als Praditkoren

Im CBA zeigte sich, dass Ansprecher signifikant mehr IL-6 produzieren als Nicht-
Ansprecher (p=0,028) (Abb. 11d). Im Gegensatz zum ELISA war im CBA die TNF-
Produktion nicht signifikant unterschiedlich, wobei die Tendenz deutlich zu erkennen war
(Abb. 1l1a+c). Bei Aufteilung der Patienten in bereits erlauterten Kategorien low- und
TNF-producer nach ELISA-Daten ergab sich, dass eine hohe TNF-Produktion mit einer
signifikant héheren IL-1-, IL-6- und IL-8-Produktion nach LPS-Stimulation einhergeht (IL-
1 und IL-8 auch unstimuliert) (Abb. 11b). Innerhalb der einzelnen Diagnosen war bei MC-
Patienten die IL-10 (26 vs. 15 pg/ml, p=0,046, fehlende Werte n=3; Abb. 11e) nach LPS-
Stimulation bei Ansprechern signifikant erhdht. Ein Vergleich zwischen den CU- und MC-
Patienten ergab eine erhdhte IL-12p70 bei CU-Patienten (7 vs. 14 pg/ml, p=0,031,
fehlende Werte n=5; Abb. 11f).
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Abbildung 12. a. Der Anteil an TNF* Zellen wurde zwischen CD14* und lymphozytéaren Zellen (LZ) je stimuliert mit
Lipopolysaccharid (LPS) und unstimuliert (US) verglichen. Der Median ist eingezeichnet. b. Der Anteil an CD14*
und TNF* Zellen wurde zwischen Ansprechern und Nicht-Ansprechern verglichen. Der Median ist eingezeichnet. c.
Exemplarische Grafiken aus der Durchflusszytometrie, welche die Monozyten vor und nach LPS Stimulation
hinsichtlich ihrer CD14 und CD16 Positivitat zeigen.
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Identifikation der Tumornekrosefaktor-a produzierenden Zellen im Blut

Die Durchflusszytometrie erfolgte fur 13 Patienten. Im Vergleich waren CD14* Monozyten
deutlich haufiger TNF* als Lymphozyten nach LPS-Stimulation (Abb. 12a). Bei
unstimulierten Zellen waren kaum Unterschiede in der TNF-Produktion zu erkennen. Dies
anderte sich durch Stimulation deutlich (SD 1,36 vs. 14,92%), wahrend lymphozytéare
Zellen weiterhin wenig bis gar nicht TNF* waren. Der Anteil an TNF* Zellen nach
Stimulation korrelierte nicht mit low oder high TNF im ELISA. Ansprecher und Nicht-
Ansprecher unterschieden sich nicht signifikant in ihnrem Anteil an TNF* CD14* Zellen,
wobei hier eine geringe Fallzahl vorlag (Abb. 12b). Bei der geplanten Subklassifikation
der Monozyten erwies sich als schwierig, dass die CD16-Farbung nach LPS-Stimulation
nicht auswertbar war. Ein Grof3teil der Monozyten war nach Stimulation nicht mehr CD16*
(Abb. 12c). Eine Literaturrecherche ergab, dass CD16 durch LPS-Stimulation

herunterreguliert wird (156).

Identifikation des stérksten Pradiktors
Zusammenfassend hatten folgende Parameter eine Assoziation mit Ansprechen auf

Infliximab gezeigt:

e TNF hoch/niedrig

e |IL-6-Produktion

e Erkrankungsdauer

e Limberg-Score
Eine logistische Selektion mit Rickwarts-Selektion wurde mit o.g. Parametern
durchgefihrt, um mogliche Confounder auszuschlielen. Da der Limberg-Score nur fur
MC validiert wurde, wurde er mathematisch mit der Diagnose MC verlinkt. Als Ergebnis
zeigte sich, dass eine hohe-TNF-Produktion (OR 16,2, Kl 1,8-148,7) stark unabhangig

mit dem klinischen Ansprechen auf IFX nach Woche 6 assoziiert war.

Hohe Tumornekrosefaktor-a-Produktion als starker Pradiktor fir MC-Patienten

Um zu untersuchen, ob die hohe-TNF-Produktion einen unterschiedlich starken Préadiktor
fur die einzelnen Diagnosen darstellt, wurde fir die Patienten separat eine ROC
durchgefuhrt. Die AUC war fur MC-Patienten wesentlich héher als fur CU-Patienten
(0,838 vs. 0,621, Abb. 13a). Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen TNF-
Produktion und dem Ort der Entziindung nach Montreal-Klassifikation (Abb. 13d). Die
TNF-Produktion war auf3erdem nicht unterschiedlich zwischen MC- und CU-Patienten
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(Abb. 13c). Der CUT-off bei 500 pg/ml fihrte bei CU-Patienten zu einem Youden-Index
0,26 (Sensitivitat: 57% und Spezifitat von 69%, Youden-Index fir alle Patienten
insgesamt 0,6). Fur MC-Patienten erhohte sich der Youden-Index auf 0,82 mit einer
Sensitivitat von ca. 100% und einer Spezifitat von 82%. Alle high-TNF-producer unter den
MC-Patienten sprachen auf die IFX-Therapie an (Abb. 13b). Bei CU-Patienten waren es

hingegen nur 81%, was bedeutet, dass der Pradiktor starker fur MC ist.
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Abbildung 13. a. Es wurden fur Morbus Crohn (MC)- und Colitis ulcerosa (CU)-Patienten jeweils Receiver
Operating Characteristic erstellt fur den Zusammenhang zwischen TNF-Produktion und Ansprechen auf
Infliximab. b. Die Patienten wurden nach ihren Diagnosen in low- und high-TNF-producer eingeteilt. In schwarz
gekennzeichnet ist der jeweilige Anteil der Nicht-Ansprecher. Unter den high-TNF-producer MC-Patienten sind
keine Nicht-Ansprecher. c. MC- und CU-Patienten wurden in ihrer TNF-Produktion nach Lipopolysaccharid-
Stimulation verglichen. Eingezeichnet wurde der Median. d. Die TNF-Produktion wurde nach
Krankheitslokalisation nach der Montreal-Klassifikation verglichen. Dargestellt sind Mediane und
Interquartilsabstande.
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4 Diskussion

Die TNF-Produktion von PBMC nach LPS-Stimulation unterscheidet sich in Patienten mit
CED und kann vor allem fur MC-Patienten als Pradiktor fur ein Therapieansprechen auf
IFX genutzt werden. Hierbei ist hervozuheben, dass es ein unabh&ngiger, starker
Pradiktor im Vergleich zu z.B. Krankheitsdauer, Limberg Score oder IL-6-Produktion war.
Es sind dabei vor allem die CD14* Monozyten, die das TNF produzieren. Atreya et al.
konnten bereits friher zeigen, dass man durch das Anfarben von membrangebundenem
TNF wéhrend der Endoskopie und anschliel3ender endomikroskopischer Auswertung
Ansprechen vorhersagen kann. Patienten mit einer hohen Anzahl TNF* Zellen sprachen
zu 92% an, wahrend Patienten mit niedrigem TNF-Signal nur zu 15% ansprachen (135).
In der hier vorliegenden Arbeit konnte die Assoziation zwischen hoher TNF-Produktion
und Ansprechen auf eine anti-TNF-Therapie durch die Isolation von mononukledren
Zellen im Blut und deren Stimulation durch LPS hergestellt werden. Dieser Ansatz ist
weniger invasiv und breiter verfiigbar, da keine endomikroskopische Auswertung bendétigt
werden. Auch in der Histologie und der Durchflusszytometrie zeigten sich Unterschiede
in der TNF-Produktion, wobei hier die Fallzahl sehr gering war. Fur den Pradiktor high/low
TNF-Produktion auf Basis der ELISA-Daten war die Sensitivitat fur MC-Patienten mit ca.

100% ein vielversprechendes Ergebnis.

Neben der geringen Fallzahl ist eine Schwache der Studie die Bestimmung des klinischen
Ansprechens durch den HBI und den pMS. Das klinische Scoring beinhaltet subjektive
Faktoren. ,Bauchschmerzen“ im HBI kdnnen durch Schmerzmedikation unterschiedlich
stark wahrgenommen werden und Resistenzen im Abdomen zu palpieren ist
untersucherabhéngig. Der Limberg Score, der in der Darmsonographie zur Beurteilung
der Entzindung der Darmwand eingesetzt wird (siehe Tabelle 4), sollte als objektive
klinische Untersuchung unterstiitzen, wobei er nur fir den MC validiert wurde (157). Eine
endoskopische Beurteilung nach sechs Wochen ware objektiver gewesen, wobei der
pMS z.B. als guter Ersatz fir den kompletten Mayo Score inkl. Endoskopie empfohlen
wurde (148). Der CRP-Verlauf enstprach aufRerdem Uberwiegend dem klinischen
Ansprechen. Die Differenz zwischen Woche 0 und 6 war signifikant groRer bei
Ansprechern als bei Nicht-Ansprechern. Unsere Ergbnisse waren wesentlich eindeutiger
im ELISA, als im CBA, der Durchflusszytometrie oder der Histologie. Eine andere Studie
konnte Zusammenhange in der Durchflusszytometrie erkennen (137). Niedriges TNF in

unstimulierten Proben war assoziiert mit Nicht-Ansprechen. Die Ergebnisse entsprechen
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im Kern denen dieser Studie, wobei hier keine Unterschiede in der TNF-Produktion in
unstimulierten Proben in der Durchflusszytometrie, im ELISA oder CBA beobachten
werden konnten. Fur die Histologie und Durchflusszytometrie waren grol3ere Fallzahlen
fur bessere Aussagen erforderlich. ELISA scheint am besten geeignet, da es
verhaltnismaRig gunstig, einfach und haufiger verfugbar ist. Der CBA bietet den Vorteil
andere Zytokine mitmessen zu konnen. Die Ergebnisse waren im CBA zwar nicht
signifikant, die Tendez aber gleich. Der CBA wurde erst am Ende der Studie durchgefuhrt,
nach dem die Proben unterschiedlich oft aufgetaut worden waren, weswegen der ELISA

eine hohere Vergleichbarkeit in dieser Kohorte bot.

Die Krankheitsdauer unterschied sich signifikant zwischen Ansprechern und Nicht-
Ansprechern (2,3 vs. 7,5 Jahre, p=0,018), wobei die Subgruppenanalyse zeigte, dass
dies eher auf die MC-Patienten zurickzufihren war (p=0,013 vs. p=0,311). Dies
entspricht der Studienlage, die Krankheitsdauer auch eher fur MC als Pradiktor
identifiziert. Bei CU-Patienten gab es entweder keine Unterschiede im Ansprechen auf
IFX bezogen auf die Krankheitsdauer oder eine Krankheitsdauer von weniger als 3
Jahren war sogar pradiktiv fir eine héhere Wahrscheinlichkeit einer Kolektomie nach
Infliximab oder Placebo (128, 158). Wahrend bei MC-Patienten einzelne Studien einen
Zusammenhang zwischen kurzerer Krankheitsdauer und Ansprechen herstellen konnten
(159, 160), zeigten andere keine Assoziation (121, 129, 161). Langere Krankheitsdauer
fuhrt eher zu strukturellen Schaden, wahrend akute Entziindung eine geringere Rolle
spielt, was erklaren kdonnte warum IFX schlechter wirkt. Dies zeigt sich an unseren
Limberg Score Daten. Nicht-Ansprecher hatten einen signifikant niedrigeren Limberg
Score (p=0,021), der auf weniger starke Entztindung hinweist. Dementsprechend hatten
die nicht-ansprechenden MC-Patienten zur Halfte bereits strukturelle Schaden in der
Montreal Klassifikation (25% strikturierendes und 25% penetrierendes Verhalten),
wahrend die Ansprecher zu 81% nur inflammatorisches Verhalten zeigten (nicht
signifikant auf Grund geringer Fallzahl).

Die signifikant unterschiedliche IL-6-Produktion ist auf die Induktion durch TNF
zuriickzufiihren (162). In der logistischen Regression war TNF der stéarkere unabhéngige
Pradiktor.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass Patienten in low- und high-TNF-producer

aufgeteilt werden konnen und dies das Ansprechen auf IFX vorhersagt. Ein
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Zusammenhang konnte bestatigt werden, wobei die zusétzliche Uberprifung, ob high-
TNF-producer auch vermehrt TNF* Makrophagen in der Lamina propria aufweisen auf
Grund der niedrigen Verfugbarkeit an Biopsien, nicht untersucht werden konnte. Hinzu
kam, dass nur die TNF-Farbung zuverlassig in den Biospien funktionierte, wohingegen
die Charakterisierung von Makrophagen und/oder T-Zellen in den Schnitten
unterschiedlich gut funktionierte. Hierbei kénnten der Weg von der Endoskopie zur
Pathologie und eine evtl. unterschiedlich gute Fixierung verantwortlich sein. In einer
zukunftigen Studie sollte versucht werden, die Biopsien direkt nach Entnahme und nach

gleichem Protokoll zu fixieren und weiter zu behandeln.

Auffallig war, dass bei den MC-Patienten alle high-TNF-producer auf die Therapie
ansprachen. High-TNF-producer, die nicht ansprachen (n=2), fanden sich bei den CU-
Patienten. Hierbei kdnnte es sich um sog. pharmakokinetische Nicht-Ansprecher
handeln. In der Literatur wird zwischen pharmakodynamischen und pharmakokinetischen
Nicht-Ansprechen unterschieden und empfohlen Talspiegel von IFX und Antikérper
gegen IFX zu bestimmen (133). Bei einem pharmakokinetischen Nicht-Ansprechen
konnten die Talspiegel von IFX erniedrigt sein, wahrend normale Talspiegel eher fir ein
pharmakodynamisches Nicht-Ansprechen sprechen wirden. Bei niedrigen Talspiegeln
misste evtl. einfach die Dosierung angepasst werden und Patienten wirden ansprechen.
Papamichael et al. empfiehlt friihes therapeutisches Messen des Medikamentenspiegels
(therapeutic drug monitoring, TDM), wobei andere Studien zeigten, dass klinisch
basiertes Dosieren nicht unterlegen ist (163, 164). Es wird aktuell versucht ein Konsens
zu finden, wobei man hier bei den anti-TNF-Medikamenten weiter ist als bei anderen
Biologika (165).

Fur einen der beiden CU-Patienten, die zwar hoch TNF produzierten, aber nicht
ansprachen, lag der pMS fir Woche 2 vor. Beide hatten zu Beginn der Studie ein
Calprotectin >800 ug/g als objektiver Marker fur eine vorliegende Colitis. Der Score war
von initial 6 auf 2 gefallen, was einem deutlichen Ansprechen entspricht. Zu Woche 6
ergab der Score allerdings wieder 6 und der Patient wurde bei einem insgesamten
Riuckgang um 2 Punkte als Nicht-Ansprecher klassifiziert. Der Patient ist auf3erdem
einziger Nicht-Ansprecher unter den Patienten, fir die eine Biopsie vorlag. Auch hier ist
der TNF* Grad uberdurchschnittlich hoch (50%), wobei zum Vergleich kein TNF* Grad
fur low-TNF-producer vorliegt. Ein weiterer Grund kénnte eine schnelle Clearance von

IFX sein, was durch niedrige Albuminserumkonzentration vorhergesagt werden koénnte
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(125, 166). Der Patient hatte eine normale Albuminserumkonzentration, weswegen evitl.
in diesem Fall ein pharmakokinetisches Nicht-Ansprechen aufgrund unzureichender
Dosierung vorlag. Diesen Patienten kdonnte man mit einer angepassten Dosierung
vielleicht helfen (167).

Insgesamt waren die Ergebnisse fir CU-Patienten weniger eindeutig als fir MC-
Patienten.Bei den CU-Patienten erhielten die Ansprecher signifikant haufiger (p=0,033)
das Original statt ein Biosimilar Praparat, wobei die Gleichwertigkeit von Biosimilars in
grol3en Studien nachgewiesen wurde und dieses Ergebnis auf Grund der niedrigen
Fallzahl nicht bertcksichtigt wurde (168). Die TNF-Produktion war im Vergleich zwischen
den Diagnosen nicht unterschiedlich (Abb. 4c). Auch in den Grundcharakteristika gab es
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bis auf die Familienanamnese, die fur
MC-Patienten haufiger positiv war. Ob die TNF-Produktion auf LPS-Stimulation genetisch
determiniert ist, musste Uberpruft werden. Es gibt Hinweise darauf, dass TLR-4
Polymorphismen mit Ansprechen in Zusammenhang stehen (169). Auch die IL-10-
Produktion von MC-Patienten war unter Ansprechern signifikant héher. Inwieweit auch
IL-10 pradiktiv nutzbar ist bei MC-Patienten, muss in grolReren Kohorten Uberprift
werden. In einer Studie von 2019 konnte eine Assoziation zwischen hohen oder niedrigen
IFX-Talspiegeln mit IL-10 Genpolymorphismen bei MC-Patienten hergestellt werden
(170). Die CuU-Patienten dieser Kohorte zeigten insgesamt eine Tendenz zu
metabolischen Abweichungen (héherer BMI (p=0,09, fehlende Werte n=1), haufigeres
metabolisches Risiko (9 von 16 vs. 3 von 13, p=0,071, fehlende Werte n=12)). Ob dies
mit der schlechteren Pradiktion assoziiert werden kann, ist aufgrund der geringen Fallzahl
nicht abschlieBend geklart.. Andererseits kdnnte eine immunologische Antwort auf eine
Barrierestorung im Darm durch den Stoffwechsel beeinflusst werden und somit z.B.
weniger TNF abhangig sein. So konnte bereits gezeigt werden, dass z.B. Leptin Einfluss
auf die Immunzellfunktion nehmen kann, wobei es in dem beschrieben Fall zu einer TNF
abhangigen Entzindung gefihrt hat (171). CU-Patienten produzierten im Median nach
LPS-Stimulation signifikant mehr IL-12, wobei die Streuung sehr grof3 war. In der Literatur
zeigten MC-Patienten eher erhéhte IL-12-Produktion, obwohl diese Ergebnisse aus
Zellen der Lamina propria stammen (172). Fur IL-12 (und IL-23) steht der monoklonale
Antikorper Ustekinumab mittlerweile auch fir CU-Patienten in der Therapie zur
Verfiigung (170). Die hohe IL-12-Produktion bei CU-Patienten korrelierte allerdings nicht

mit niedriger TNF-Produktion oder Nicht-Ansprechen auf Infliximab in dieser
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Studienpopulation, weswegen hier kein Zusammenhang hergestellt werden konnte. Es
wurden auch MC-Patienten mit einem Befall des Colons eingeschlossen. Diese Patienten
ahnelten sich in Ihrer TNF-Produktion nicht den CU-Patienten (Abb. 4d). Man kdnnte
vermuten, dass evtl. der transmurale Charakter der Entziindung beim MC urséchlich far
die unterschiedlich starke Pradiktion durch TNF-Produktion auf LPS-Stimulation ist. Evtl.
spielen hier extrazellulare LPS-Vesikel eine Rolle, zu denen erst kirzlich eine Arbeit
erschien. Ein Zusammenhang zwischen Barrierestorung und den Vesikeln konnte
dargestellt werden (173). Es ware interessant zu sehen, ob es Unterschiede zwischen
CU- und MC-Patienten gibt, die eine unterschiedliche TNF Produktion auf LPS

Stimulation erklaren konnten.

Low-TNF-producer, die nicht ansprachen, konnten pharmakodynamische Nicht-
Ansprecher gewesen sein. Dies bedeutet, dass sie die gleichen Talspiegel wie
Ansprecher aufweisen und dabei keine Antikérper gegen IFX entwickelt haben, die auf
ein sekundares Versagen hindeuten wirden (174). Eine Ursache fur
pharmakodynamisches Nicht-Ansprechen koénnten in der Literatur beschriebene
angeborene anti-TNF-Antikorper sein (175). Eine relativ neue Studie zeigt aul3erdem,
dass Nicht-Ansprecher mit einem Mangel des Proteins myeloid differentiation primary
response 88 assoziiert sind (176). Dieser Mangel fiihrt u.a. zu einer gestérten Funktion
der TLR-2/4 und der IL-6 Signalkaskade. Es konnte sein, dass low-TNF-producer diesen
Mangel vorweisen und dadurch weniger gut LPS Uber die Toll-like Rezeptoren erkennen
und somit geringer TNF produzieren. Dazu passend ware die niedrigere IL-6 Produktion
der low-TNF-producer. Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM1) wurde
in der gleichen Studie als Pradiktor identifiziert. Der Rezeptor ist proinflammatorisch und
an der TNF-Expression beteiligt (177, 178). Der in Nicht-Ansprechern herunterregulierte
Rezeptor wird u.a. von Monozyten und Makrophagen exprimiert und kdnnte mit niedriger
TNF-Produktion assoziiert sein. Der Rezeptor war in Biospien von Nicht-Ansprechern
hochreguliert und ging einher mit einer erhdhten Anzahl proinflammatorischer
Makrophagen und Plasmazellen. Die Autoren diskutieren, dass Nicht-Ansprecher evtl.
hohere Dosierungen bendtigten, da sie eine dberdurschnittlich starke Inflammation
aufweisen. Dies wirde pharmakodynamisches und pharmakokinetisches Nicht-
Ansprechen verknupfen und schwer vereinbar mit den Ergebnisse zu niedriger TNF-
Produktion im Blut und niedrigem TNF-Signal in der endoskopischen Mikroskopie bei

Nicht-Ansprechern sein. Ein zukiinftige Uberpriifung, ob ein Zusammenhang besteht und
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evtl. sogar die Pradiktion verbessert, ware erstrebenswert. Die Daten weisen daraufhin,
dass bei Nicht-Ansprechern andere inflammatorische Signalkaskaden relevant sind. So
deckte auch eine andere Analyse auf, dass hohe Oncostatin M (OSM) Expression mit
Nicht-Ansprechen assoziiert war (179). Es scheinen nicht ansprechende Patienten IL-
23p19, IL-23R und IL-17A hochzuregulieren und Apoptose resistente TNFR2*IL-23R* T-
Zellen zu entwickeln. Fur sie kdnnte eine Therapie mit Ustekinumab eine Option
darstellen (180). Es steht aus zu untersuchen, ob die IL-23-Daten, TREM1, OSM und
TNF-Produktion im Zusammenhang stehen oder sie doch unterschiedliche Ursachen fur

Nicht-Ansprechen darstellen.

Es verbleiben sieben Patienten (drei MC, vier CU), die niedrig TNF produzierten, aber
trotzdem auf eine IFX-Therapie ansprachen. Zwei dieser Patienten hatten zu Woche 6
immer noch ein CRP >10 mg/l. Es ist mdglich, dass das CRP noch etwas nachhing,
andererseits kann ein gewisser Placebo-Effekt nicht komplett ausgeschlossen werden in
dieser Situation. Eine endoskopische Untersuchung wére hier hilfreich gewesen, um

Ansprechen objektiver zu evaluieren.

Neben dem Ziel Patienten mdglichst zeitnah eine wirksame Therapie zu ermdéglichen, um
lange Phasen mit hohem Leidensdruck zu vermeiden, ergibt sich auch aus der
wachsenden Zahl neuer Biologika und den sog. small molecules die Notwendigkeit einer
individualisierten Therapie (181). Die Pathogenese von CED, insbesondere individiduelle
Unterscheide in der Immunantwort, missen besser verstanden werden, um geeignete
Biomarker entwickeln zu kdnnen. Patienten, die ein primares Therapieversagen bei anti-
TNF-Therapie zeigen, sprechen weniger auf andere Biologika-Therapien an (182).
Hierbei konnte das Fortschreiten der Erkrankung mit Enstehung von strukturellen
Schaden wahrend unzureichender Therapien von Bedeutung sein. Pradiktoren kdnnten
die Zeit, in der CED-Patienten unzureichend behandelt werden, verkirzen. Zusatzlich
wirden die Kosten der teuren Biologikatherapien sinken, wenn Patienten weniger
vergebliche Therapieversuche starten. Eine 2017 erschienene Arbeit evaluierte
Antikorpertherapien noch als nicht kosteneffektiv bei CED (183). Eine neuere Arbeit aus
2019 hingegen zeigte, dass Biologika zuehmend mehr in der Therapie verwendet
werden, wobei die Gesamttherapiekosten sinken (97). Dieser Effekt wirde durch

personalisierte Therapie mit weniger Fehlversuchen noch verstarkt werden.
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In dieser Arbeit konnte ein starker Zusammenhang zwischen hoher TNF-Produktion und
Therapieansprechen, insbesondere bei MC-Patienten, hergestellt werden. Zukinftige
Studien sollte Gberprufen, ob der Pradiktor in die klinische Tatigkeit integriert werden
konnte und zuverlassig Ansprechen vorhersagt. Neben einer Reduktion der
Therapiekosten wirden fir Patienten ZeitrAume mit unzureichender symptomatischer

Kontrolle und hohem Leidensdruck verkirzt werden.
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